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Uvod

1. UVvOD

Radna skupina za imunogenetiku eritrocita i nazivlje krvnih grupa (engl. Red Cell
Immunogenetics and Blood Group Terminology Working Party) Medunarodnog
udruzenja za transfuziju krvi (engl. International Society of Blood Transfusion, ISBT)
definira sustav krvne grupe kao jedan ili vise antigena na ili u membrani eritrocita, koji
nastaju kao produkt jednog genskog lokusa ili dvaju ili vise vrlo usko povezanih
homolognih gena izmedu kojih nema rekombinacijskih dogadaja ili ih postoji vrlo
malo [1]. Antigeni krvnih grupa po kemijskom sastavu mogu biti proteini, ugljikohidrati,
glikoproteini ili glikolipidi, pri ¢emu su za ugljikohidratne antigene ili njihove dijelove
produkti gena koji kontroliraju ekspresiju tih antigena odgovarajuc¢e glikozil-

transferaze [2]. Antigeni moraju biti definirani seroloski, specificnim protutijelima [1].

U posljednjem izvjeStaju Radne skupine od 30. lipnja 2021. godine definirana su 43
sustava krvnih grupa s ukupno 345 eritrocitnih antigena, kodiranih s 48 genskih lokusa
(u pet sustava krvnih grupa antigeni su kodirani dvama genskim lokusima) [3,4] te
ukupno vise od 1800 alela [5].

Dodatna 33 antigena, koja (jos$) nisu uklju¢ena u sustave krvnih grupa, ISBT je svrstao u
tri kategorije [1]:
1. skupine (engl. collections) — antigeni neutvrdene genske osnove (14 antigena),
2. serija 700 — antigeni niske ucestalosti, ucestalost manja od 1 % u svim
populacijama (16 antigena),
3. serija 901 — antigeni visoke ucestalosti, ucestalost veéa od 99 % u svim

populacijama (3 antigena).

Vremenska crta otkri¢a prvog antigena ili sluzbenog priznanja pojedinog sustava krvnih
grupa prikazana je na Slici 1. Prvi definirani sustav krvnih grupa bio je ABO. Otkrio ga
je Karl Landsteiner 1900. godine [6]. Posljednjih pet dosad otkrivenih sustava — CTL2,
PEL, MAM, EMM i ABCC1 — definirani su 2020. godine [3].
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Slika 1. Vremenska crta otkric¢a ili priznanja pojedinih sustava krvnih grupa od 1900. do 2020. godine.
Prilagodeno prema [5] i [7] te popisu sustava krvnih grupa ISBT-a [3].

1.1. Sustav krvnih grupa Rh

1.1.1. Haplotip, genotip, fenotip i nomenklatura sustava Rh

Sustav krvnih grupa Rh, simbola RH, nosi oznaku 004 po nomenklaturi ISBT-a, jer je bio
definiran Cetvrti po redu (Slika 1) [3]. To je najkompleksniji sustav krvnih grupa, klini¢ki
najznacajniji nakon sustava krvnih grupa ABO. Danas ukljucuje 56 antigena oznacenih
od RH1 do RH63, uz sedam oznaka koje vise nisu u upotrebi [4]. In situ hibridizacija i
analiza somatskih stani¢nih hibrida pokazale su da je sustav Rh smjeSten na kra¢em kraku

kromosoma 1, na kromosomskom lokusu 1p36.11 [8,9].

Prvi otkriveni i klinicki najvazniji antigen jest antigen D (RH1). Nalazi se u eritrocitima
oko 85 % osoba populacija europskog porijekla, a ¢e$¢i je u populacijama africkog ili
azijskog porijekla [10]. Veéina ljudi seroloski se moze definirati kao D-pozitivni (D+) ili
D-negativni (D-), no postoje i varijante sa slabom ili parcijalnom ekspresijom antigena
D. Osobe D-negativnog fenotipa nemaju funkcionalni protein RhD u membranama
eritrocita (najéesce kao posljedicu delecije gena RHD na oba homologna kromosoma 1)
ili imaju neku varijantu gena RHD koja je neaktivna ili dovodi do ekspresije neaktivnog

proteina [11].
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Antigene sustava Rh kodiraju dva homologna i povezana gena (Slika 2, Tablica 1) [10]:

e Gen RHD kodira protein RhD (CD240D), odnosno antigen D (oznaka ISBT-a
RH1). Alel RHD koji kodira standardni antigen D ozna¢ava se s RHD*01.

e Gen RHCE kodira protein RhCE (CD240CE), koji sadrzi gensku informaciju za

vecéinu antigena sustava Rh, od kojih su Cetiri klini¢ki posebno znacajna: C (RH2)

i ¢ (RH4) te E (RH3) i e (RH5). Cetiri su glavna alela gena RHCE: RHCE*01

(RHCE*ce), RHCE*02 (RHCE*Ce), RHCE*03 (RHCE*cE) i RHCE*04

(RHCE*CE).
5, 3! 5; 3, 3; 5,
> TMEM50A
1028304560 7 819710 1009 8 7:6 5 4 3 2 1
75 kb 30 kb 58 kb
KROMOSOM 1
&—— centromera telomera —m8 ———

Slika 2. Smjestaj i struktura gena sustava Rh na kra¢em kraku kromosoma 1, uz gen TMEM50A
izmedu RHD i RHCE. Smjer strelice jest orijentacija 5'—3'. Numerirani pravokutnici oznacavaju
egzone. Homologne sekvence susjedne genu RHD, Rh-okviri, oznaceni su trokutima. l1zvori podataka
[10,12].

Tablica 1. Geni sustava Rh i aleli koji kodiraju pet klini¢ki najznacajnijih antigena s polimorfizmima
odgovornim za njihovu ekspresiju.

Alel Klinitki Polimorfizam
. Amicky e 48 | 178 | 203 | 307 | 676
Gen |Nomenklatura| Alternativna |najznacajniji
ISBT-a nomenklatura | antigen(i) Egzon L 2 2 2 >
p. 16 60 68 103 226
« i c. G A G T G
RHD RHD*01 D p. Trp lle Ser Ser Ala
* . c. G C A C G
RHCE*01 RHCE*ce ce p. Trp Leu Asn Pro Ala
. c A G T G
RHCE*02 RHCE*Ce Ce :
p. Cys lle Ser Ser Ala
RHCE c G C A C C
x| *, .
RHCE™03 RHCE*cE ¢ E p. Trp Leu Asn Pro Pro
. . c. C A G T C
RHCE*04 RHCE*CE CE o s m o o oo

c. redni broj nukleotida u sekvenci gena, p. redni broj aminokiseline u antigenu. Polimorfizmi u egzonima 1 i 2 gena
RHCE sudjeluju u ekspresiji antigena C i ¢, a polimorfizam u egzonu 5 u ekspresiji antigena E i e. Izvori podataka:
baze alela Rh ISBT-a [11,13] i baza sekvenci GenBank, RefSeq NG_007494.1 [14].
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Sluzbenu (numeri¢ku) nomenklaturu alela sustava krvnih grupa, pogodnu za pohranu u
bazama podataka, utvrdio je ISBT te je stalno azurira i unapreduje [15]. Ta nomenklatura
nije u potpunosti zazivjela u rutinskom radu poput nomenklature alela glavnog sustava
tkivne podudarnosti, sustava HLA (engl. human leukocyte antigens), koja je bila model
za numeri¢ku nomenklaturu [16]. Alternativhu nomenklaturu, koja odgovara povijesnim
nazivima alela, poznatijima i popularnijima u struci, ISBT preporucuje u situacijama kad

je numericka nomenklatura tesko razumljiva [1,15].

Seroloskim metodama mogu se definirati fenotipovi antigena sustava Rh, a molekularnim
metodama moguce je definirati polimorfizme odgovorne za njihovu ekspresiju. U oba
sluc¢aja dobiveni rezultat naziva se fenotipom, koji se oznacava kombinacijom dokazanih
antigena (ili specifiénih polimorfizama), na primjer DCcee. U stru¢noj Se javnosti pod
nazivom Rh-fenotip smatra ekspresija antigena D, C, ¢, E i e. Haplotip ¢ine aleli definirani
s barem dva ili viSe genskih lokusa koji se nasljeduju zajedno na istom kromosomu.
Genotip Cine oba haplotipa, pri ¢emu je jasno koji Su geni vezani na svakom od
homolognih kromosoma. U transfuzijskoj medicini pojam haplotipa u sustavu Rh
upotrebljava se radi uvazavanja haploidne strukture sustava Rh. Podrazumijeva se da
vec¢ina D-negativnih haplotipova sadrzi samo jedan gen (RHCE), poput haplotipa dce.
Postoji osam razli¢itih haplotipova gena RHD i RHCE, svaki s razli¢itom ucestalo$¢u u
pojedinoj populaciji (Tablica 2). Isti haplotipovi imaju razli¢itu ucestalost U razlic¢itim
populacijama [17]. Izmedu populacija europskog porijekla malo je razlika, dce je rjedi, a
DcE nesto ¢es¢i na jugu Europe nego na sjeveru. Glavni haplotip u populacijama africkog
porijekla jest Dce. U populacijama isto¢ne Azije, podru¢jima uz Tihi ocean i u autohtonog
stanovni$tva obiju Amerika haplotipovi bez antigena D rijetki su ili ih uopée nema [10].

Tablica 2. Haplotipovi gena sustava Rh s ucestalosti u trima populacijama europskog, africkog i
azijskog porijekla, uz Wienerovu i nomenklaturu Fisher-Racea. Prilagodeno prema [10].

Haplotip Ucestalost, %
nngggma NF?S?SREZE%? Engleska Nigerija Hong Kong (Kina)

R! DCe 42,05 6,02 72,98

r dce 38,86 20,28 2,32
R? DcE 14,11 11,51 18,70
RO Dce 2,57 59,08 3,34
r’ dcE 1,19 0 0

r dCe 0,98 3,11 1,89
R? DCE 0,24 0 0,41

ry dCE 0 0 0,36
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Antigeni C i c te E i e dva su para antiteti¢kih antigena, a posljedica su polimorfizama na
proteinu RhCE kodiranih genom RHCE (Tablica 1). Rekombinacija izmedu sekvenci
DNA odgovornih za ekspresiju antigena D te parova C/c i E/e nije utvrdena, osim pri
nastanku rijetkih hibridnih alela. Stoga se aleli nasljeduju kao vezani geni, odnosno
jedinstveni haplotipovi, koji se prema alternativnoj (tzv. CDE) nomenklaturi oznacavaju
prema antigenima koje kodiraju (DCe, DcE, dce, itd.) [10,11]. Alternativha nomenklatura
proizlazi iz izvorne teorije Fisher-Racea o tri gena, koja se sustinski pokazala neto¢nom,
no nomenklatura je prihvatljiva zbog u pravilu nepostojece rekombinacije izmedu gena
sustava Rh [18]. Jo$ jedna davna teorija do danas se pokazala neto¢nom (Wiener), o
alelima jednog gena, gdje svaki alel kodira aglutinogen (antigen) sastavljen od nekoliko
seroloskih determinanti. Wienerov pojam ,,alel*“ zapravo oznacava haplotip RHD-RHCE
pa je nomenklatura i dalje prisutna u struci [10]. Obje nomenklature za haplotipove
prikazane su u Tablici 2. Prema nomenklaturi Fisher-Racea, D, C/c i E/e smatrali su se
genima, pa su simboli uvijek pisani u kurzivu, $to je i dalje pravilo za haplotipove. Danas,
nakon definiranja stvarne genske osnove sustava Rh, ISBT je dopusta kao alternativnu
nomenklaturu jer se Siroko upotrebljava u struci te se njome jasno mogu iskazati rezultati
i interpretacija vecine seroloskih reakcija. Pritom oznaka d podrazumijeva deleciju gena
RHD ili neaktivan RHD, a ne neki recesivni produkt alela RHD. Geni sustava Rh imaju
kodominantnu ekspresiju prema Mendelovu nazivlju [1,15].

Genotip se zapisuje u obliku dvaju haplotipova odvojenih kosom crtom. Stvarni genotip
pise se kurzivom ako je dokazan analizom obiteljskog stabla ili molekularnim testiranjem.
Pretpostavljeni genotip dopusten je na temelju ucestalosti u odgovarajucoj populaciji, no

u tom se slucaju ne smije pisati u kurzivu [10].

U Tablici 3 navedeno je svih 36 mogucih genotipova koji nastaju kombinacijom osam
haplotipova. Brojka 36 proizlazi iz jednadzbe za ukupan broj genotipova (N) od n

razli¢itih alela (ovdje haplotipova) za populacije u Hardy-Weinbergovoj ravnotezi:

nn+1
N=¥

Seroloski (protutijelima) moguce je razlikovati samo 18 fenotipova, zbog nemoguénosti
razlikovanja homozigota od hemizigota za lokus RHD te, u hemizigota RHD, cis- ili
trans-pozicije polimorfizama pojedinih antigena na proteinu RhCE iz iste skupine

antitetiCkih antigena u situacijama kad su oni razli¢iti (na primjer Cicili Eie) [10].
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Tablica 3. Pregled svih genotipova u sustavu Rh s pripadaju¢im fenotipovima koje kodiraju te
njihovoj ucestalosti u engleskoj populaciji. Prilagodeno prema [10].

Redni broj Antigeni sustava Rh . . Ucestalost
genotipa Dlclc|E]e Fenotip Genotip %
RhD pozitivan fenotip
1 DCe/DCe 17,68
2 R e DCCee DCe/dCe 0,82
3 DcE/DcE 1,99
4 T R R DecEE DCE/dcE 0,34
5 + i + i + Decee Dce/dce 2,00
6 Dce/Dce 0,07
7 DCE/DCE <0,01
8 R I e DCCEE DCE/dCE <00l *
9 DCe/dce 32,68
10 + + + - + DCcee DCe/Dce 2,16
11 Dce/dCe 0,05
12 DcE/dce 10,97
13 + - + + + DccEe DcE/Dce 0,73
14 Dce/dcE 0,06
15 DCe/DCE 0,20
16 + + - + + DCCEe DCE/dCe <0,01
17 DCe/dCE <0,01 *
18 DcE/DCE 0,07
19 + + + + - DCcEE DCE/dcE <0,01
20 DcE/dCE <0,01 *
21 DCe/DcE 11,87
22 DCe/dcE 1,00
23 DcE/dCe 0,28
24 N R I I DCcEe DCE/dce 0,19
25 Dce/DCE 0,01
26 Dce/dCE <0,01 *
RhD negativan fenotip

27 - + - - + dCCee dCe/dCe 0,01
28 - - + + - dccEE dcE/dcE 0,01
29 - - + - + dccee dce/dce 15,10
30 - + - + - dCCEE dCE/dCE <0,01 *
31 - + + - + dCcee dCe/dce 0,76
32 - - + + + dccEe dcE/dce 0,92
33 - + - + + dCCEe dCe/dCE <0,01 *
34 - + + + - dCcEE dcE/dCE <0,01 *
35 ) + + + + dCcEe dCe/dcE 0,02
36 dCE/dce <0,01 *

* iznimno rijedak genotip

Za samo 8 od 18 fenotipova

vrijedi bijektivan odnos s genotipom koji ga kodira

(genotipovi 27 — 34, Tablica 3). Ostalih 10 fenotipova nastaje ekspresijom dvaju, triju ili

Sest genotipova. U tim situacijama pretpostavljeni genotip ima svoju ulogu i klinicku

vaznost, pri ¢emu treba voditi racuna o ucestalosti haplotipova u populaciji. Na primjer

(genotipovi 12 — 14), oko 15 puta je vjerojatnije da ¢e osoba iz Engleske fenotipa DccEe

imati genotip DcE/dce nego DcE/Dce te oko 180 puta vjerojatnije nego Dce/dcE, stoga

je njezin pretpostavljeni genotip DcE/dce. U populacijama africkog porijekla haplotip

Dce ¢es¢i je od dce pa je pretpostavljeni genotip osobe istog fenotipa (DccEe) DcE/Dce.
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Postoje iznimno rijetke varijante gena RHD i RHCE s neuobi¢ajenom ekspresijom jednog
ili viSe antigena. Ti rjedi haplotipovi mogu eksprimirati jedan ili viSe specifi¢nih antigena
niske ucestalosti (engl. low frequency antigens) te u homozigota mogu uzrokovati
izostanak antigena visoke ucestalosti (engl. high frequency antigens). Neuobicajena
ekspresija antigena D ili C/c i E/e najc¢esce je uzrokovana pogre$nim mutacijama (engl.
missense mutation) u genu RHD odnosno RHCE, a ¢esto ukljuéuje i izmjenu genetickog

materijala izmedu oba gena (konverzija gena) [10].

1.1.2. Protein RhAG

RhAG (CD241) je protein bez kojeg nema ekspresije nijednog antigena sustava Rh. Naziv
je akronim od engl. Rh-associated glycoprotein (glikoprotein povezan s Rh). Protein
RhAG sadrzi antigene sustava krvnih grupa RHAG. Struktura gena koji ga kodira, RHAG,
sli¢na je genima sustava Rh uz velik postotak homologije. Zbog toga i struktura proteina
RhAG sli¢i na RhD i RhCE s dvanaest membranskih domena [19]. Njegova prisutnost u
membrani nuzna je za ekspresiju antigena D, C/c i E/e. Eritrociti s rijetkim fenotipom
Rhnun ne pokazuju ekspresiju nijednog antigena sustava Rh. Fenotip Rhaui moze imati
dva razlic¢ita genska uzroka: homozigotnost za deleciju gena RHD s inaktivnim genom
RHCE ili homozigotnost za inaktiviraju¢e mutacije u genu RHAG (kad ne postoji
ekspresija bilo kojeg od prisutnih i funkcionalnih gena RHD i/ili RHCE) [20].

U membrani eritrocita proteini RhAG, RhD i RhCE povezani su u trimere: homotrimere
proteina RhAG, heterotrimere s proteinom RhAG i po dva proteina RhD ili RhCE.
Heterotrimer sastavljen od svakog od tri proteina nije pronaden [21-23]. Ta tri proteina
dio su makrokompleksa stanicne membrane eritrocita s tetramerima proteina vrpca 3
(engl. band 3) koji sadrzi sustav krvnih grupa Diego. Ostale ¢lanove kompleksa ¢ine
glikoprotein ICAM-4 (sustav krvnih grupa Landsteiner-Wiener), glikoforini A i B (sustav
krvnih grupa MNS) te CD47. Kompleks je vezan na citoskelet eritrocita vezanjem

proteina vrpca 3 na ankirin R i protein 4.2 [20].

Homolozi proteina RhAG, RhBG i RhCG nalaze se u ljudi u neeritroidnim stanicama.
Ljudska obitelj gena Rh tako sadrzi pet proteina koji su kodirani genima RHD, RHCE i
RHBG s kromosoma 1, RHAG s kromosoma 6 i RHCG s kromosoma 15 [24].
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1.1.3. Biokemija proteina i funkcija antigena sustava Rh

Proteini RhD i RhCE izrazito su hidrofobni. Prolaze kroz membranu eritrocita dvanaest
puta, stvarajuéi Sest izvanstani¢nih petlji (domena), a N- i C-krajevi obaju proteina nalaze
se u citoplazmi s konzerviranim sekvencama aminokiselina (Slika 3). Oba su proteina
palmitoilirana, a ne glikozilirana ili fosforilirana, $to su inace uobicajene posttranslacijske
modifikacije veéine proteina na povrSini stanica u sisavaca [25-27]. Palmitinska kiselina
veze se tioesterskom vezom na ostatke Cys smjeStenih blizu citoplazmatskog dijela
lipidnog dvosloja. Protein RhD ima pet, a protein RhCE Sest ostataka Cys, od kojih dva
u RhD i tri u RhCE tvore motive Cys-Leu-Pro na mjestu ulaska proteina u citoplazmatski
dio lipidnog dvosloja. Ti motivi vjerojatno oznacavaju glavna mjesta za vezanje

palmitinske kiseline koja ima funkciju u odrzavanju tercijarne strukture proteina [28,29].

C
RhCE c mSSKYPRSVR RCLPLEALTL

EAALILLFYF FTHYDASLED QKGLVASYQV 50

RAD ————m——m—— ————- Wo——= —mmmmmmmmm mmm -

: ¥
RhCE ¢ GQDL GLGFLTSFR RHSWSSVAFN LFMLALGVQW AILLDGFLSQ 100
RAD —-—————-- I --————-- S-= mmmmm e m e

c
RhCE c  FPZGKVVITL FSIRLATMSA MSVLISAGAV LGKVNLAQLV VMVLVEVTAL 150
RhD e e L----- VD-- —=—mmmmmmm mmmmmmmee o
RhCE GTLRMVISNI FNTDYHMNLR HFYVFAAYFG LTVAWCLPKP LPKGTEDNDQ 200
RhD “N--—-—==== ———————- MM -I-------- - S—-----—- -- E----K--

: N
RhCE e RATIPSLSAM LGALFLWMFW PSVNSEWLLRS PIQRKNAMFN TYYALAVSVV 250
RhD Pommmmmmmm mmmmmmem - F--A---- -- E----V-- ---- V--—-=
RhCE TAISGSSLAH PQRKISMTYV HSAVLAGGVA VGTSCHLIPS PWLAMVLGLV 300
RAD ————m——-—— - G—=-K-== ——mmmmmmmm e -
RhCE AGLISIGGAK CLPVCCNRVL GIHHISVMHS IFSLLGLLGE ITYIVLLVLH 350
RbD —---- V---- Y--G------ --P-S-I-GY N--------- - I--———-- D
RhCE TVWNGNGMIG FQVLLSIGEL SLAIVIALMS GLLTGLLLNL KIWKAPHVAK 400
RhD —=GRA-—mmm= mmmmmmmm e e e - E--
RhCE YFDDQVFWKF PHLAVGF 417
RhD —-—mmmmmmm —mmmeeo

Slika 3. Slijed aminokiselina u proteinima RhCE i RhD. Polimorfizam za antigene C/c i E/e prikazan
je iznad osnovne sekvence (antigeni C, E) ili u njezinoj ravnini (antigeni c, €). U sekvenci proteina
RhD znak ,,— ozna¢ava podudarnost s proteinom RhCE, dok su razlike u sekvenci u odnosu na RhCE
prikazane simbolom aminokiseline. Obojene aminokiseline prikazuju razlike na mjestima
polimorfizama C/c i E/e, a bojom neoznacene aminokiseline u sekvenci proteina RhD prikazuju
preostale razlike u sekvencama dvaju proteina. Izvori: [10,30-32] i RefSeq NG_007494.1 [14].
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Proteini RhD i RhCE razlikuju se u 32 do 35 aminokiselina ovisno o alelu RHCE (slike 3
I 4, Tablica 1). Iako otvoreni okviri ¢itanja cDNA gena RHD i RHCE kodiraju polipeptide
od po 417 aminokiselina, za konac¢ni protein N-terminalni metionini (mjesto pocetka

translacije u mMRNA) izrezuju se posttranslacijskom modifikacijom [30,31].

Modeliranja homologije temeljena na kristalnim strukturama bakterijskih homologa
proteina sustava Rh i neeritroidnom homolognom glikoproteinu RhCG u ljudi podupiru
model s dvanaest membranskih domena i Sest izvanstani¢nih petlji (Slika 4) [21-23]. Taj
model predvida prisutnost izvanstani¢ne udubine (engl. vestibule) u podru¢ju 3. i 4.
izvanstani¢ne petlje te 6., 7. i 8. membranske domene (kodirane egzonima 4 i 5 gena
RHD) (Slika 5). Moguce je da udubina prolazi kroz staniénu membranu te se pretpostavlja
da omogucuje pristup 1gG protutijelima anti-D [21,33,34]. Kako bi se kona¢no definirala
struktura proteina RhD, danas se stvaraju ra¢unalni modeli i algoritmi koji uporabom
trodimenzionalnih intraproteinskih interakcija nastoje predvidjeti imunizacijski

potencijal svakog, pa i novootkrivenog, alela RHD [35,36].

izvanstanicni prostor

32

o
O

1l
00,0

Lt

TOI@TON |
u’.‘o’w o8

11 7

citoplazma eritrocita

COOH(_J 417
Slika 4. Vijerojatna struktura proteina RhD i RhCE unutar staniéne membrane eritrocita. Model
prikazuje dvanaest membranskih domena, citoplazmatske N- i C-krajeve, Sest izvanstani¢nih petlji
(numerirane su) te izvanstani¢nu udubinu (ruzicasti trapez). Crveno oznacene aminokiseline mjesta su
razlika u sekvencama RhD i RhCE, zeleno mjesta polimorfizama antigena C i c, a ljubi¢asto antigena
E i e. Pretpostavljene najvaznije aminokiseline antigena C/c i E/e za pristup protutijelima oznacene su
strelicom. Prilagodeno prema [10,34].
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Ekspresija antigena sustava Rh utvrdena je isklju¢ivo u eritrocitima. Nisu pronadeni u
limfocitima, monocitima, granulocitima ni trombocitima, kao ni stanicama drugih tkiva
[37,38]. Antigeni D, C, c i e dokazani su u fetalnim eritrocitima u osmom tjednu trudnoce.
Nalaze se i u eritrocitima Krvi iz pupkovine, §to nije iznenadujuce s obzirom na njihovu
ulogu u hemoliti¢koj bolesti fetusa i novorodencadi, HBFN (engl. hemolytic disease of
fetus and newborn, HDFN) [39].

Proteini sustava Rh sli¢ne su strukture s citoplazmatskim N- i C-krajevima kao i
membranski transporteri. Osnovna funkcija eritrocita jest prijenos respiratornih plinova.
Stoga je moguce, da se proteini sustava Rh, kao jedni od najucestalijih proteina u
membrani eritrocita, ukljuce u brzi transport plinova u stanicu i iz nje, poput CO2 ili O
(deoksihemoglobin/oksihemoglobin). Eritrociti mogu skladistiti i dusikov(II) oksid (NO)
te njegovim otpustanjem regulirati vazodilataciju. Postoje brojni dokazi da je funkcija
proteina RhAG transport plinova, iako jo§ nije U potpunosti potvrden ligand (NHz3 ili
NH4", NO, CO2, O2) [10]. Koncentracija iona NH4" u eritrocitima triput je veca nego u
plazmi. Cini se da RhAG sudjeluje u transportu iona NH4* eritrocitima u jetru ili bubrege,
kako bi ga izbacio iz tijela, $tite¢i tako mozak i druge organe od toksi¢nosti iona NH4*
[40]. Nasuprot tomu, gotovo je sigurno da proteini sustava Rh nisu membranski
transporteri, ali njihova funkcija i dalje je nepoznata. Postoji nekoliko teorija: da su
ukljuceni u kretanje plinova povecanjem omjera povrsine i volumena eritrocita [41] ili da
sluze za prihvat na mrezu citoskeleta preko interakcija citoplazmatskog C-kraja vrlo
konzervirane sekvence s adapterskim proteinom ankirin R i tako doprinose strukturi
membrane eritrocita [20]. Tu posljednju teoriju dokazuju neuobicajeno oblikovani
eritrociti rijetkog fenotipa Rhnui (bez proteina RhD, RhCE i RhAG), dok samo RhD

negativne ili samo RhCE negativne osobe imaju eritrocite normalnog oblika [20].

1.1.4. Molekularna genetika gena sustava Rh

Geni RHD i RHCE imaju gotovo jednaku strukturu. Svaki se sastoji od deset egzona, od
kojih je prvih sedam izrazito dulje od posljednja tri [42,43]. Slika 5 prikazuje koji egzoni
kodiraju pojedina podrucja proteina prema modelu dvanaest membranskih domena. Geni
RHD i RHCE homologni su u 93,8 % ukupne sekvence introna i kodirajucih egzona te u
97,3 % kodirajuce sekvence. Najveca je razlika u intronu 4, gdje RHCE ima inserciju
duljine oko 600 pb u odnosu na RHD. Otkrivene su i ¢etiri druge intronske insercije ili

delecije duljine od oko 100 pb, poput insercije u intronu 2 gena RHCE od 109 pb [12].
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Slika 5. Model proteina RhD i RhCE u stani¢noj membrani eritrocita S razli¢ito obojenim regijama
ovisno o egzonu gena koji kodira pojedinu regiju. Prilagodeno prema [10].

Gen RHD veli¢ine je 57 295 pb, gen RHCE 57 831 pb, a izmedu njih je dio genoma
duljine oko 30 kb s genom TMEM50A (Slika 6) [44]. Geni RHD i RHCE u suprotnoj su
orijentaciji, neuobicajeno za gene u grupi (engl. cluster genes), sto prikazuju slike 2 i 6
[9,44]. Pocetak transkripcije gena RHCE nalazi se 83 pb uzvodno od poc¢etnog kodona za
translaciju. U susjednim regijama gena RHD i RHCE u smjeru 5' nalaze se vezna mjesta

transkripcijskih faktora s vaznom funkcijom u ekspresiji gena sustava Rh [43].

5’ 3’3’ 5’
1 10 10 1
D+ _._l—._l_l_._._l_l_.H.. B _H_I_I_l_l_l_“_l_
RHD RHCE
10 1
D- v HHHHHHEE
RHCE

Slika 6. Organizacija gena sustava Rh u tipi¢nim D-pozitivhim (D+, gore) i D-negativnim (D-, dolje)
haplotipovima. Gen RHD (crveno), omeden s dvije homologne sekvence Rh-okvira (uzvodni okvir
tamnocrven, nizvodni okvir svjetlocrven) i susjedni gen TMEMS50A (sivo, neobiljeZen na slici) nalaze
se u orijentaciji 5'—3', a gen RHCE (plavo) u orijentaciji 3'—5'. RhD negativan haplotip na slici ¢ine
delecija gena RHD i sekvenca hibridnog okvira. Pravokutnici unutar gena prikazuju egzone,
numerirani su prvi (1) i posljednji (10). Prilagodeno prema [10].
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Geni sustava Rh podlozni su razli¢itim rekombinacijama kojima nastaju razliciti genski
rearanzmani, molekularna osnova brojnih fenotipova, odnosno raznih antigena sustava
Rh. Mehanizmi nastanka genskih rearanzmana izmedu blisko povezanih homolognih

gena mogu biti nereciproéni crossing-over ili konverzija gena [44-47].

Uzrok nastanka RhD negativnog fenotipa delecijom gena RHD jest nerecipro¢ni

crossing-over izmedu homolognih kromosoma s genskim lokusom RHD (Slika 7) [44].

uzvodni Rh-okvir nizvodni Rh-okvir

RHCE

RHD
ﬂ- 4l

X crossmg over RHCE

_-

B —5 RHCE

hibridni Rh-okvir

Slika 7. Pretpostavljeni mehanizam nastanka delecije gena RHD u osoba RhD negativnog fenotipa.
(A) Crossing-over izmedu homolognih kromosoma na kojima se nalazi genski lokus RHD. Bijele
linije u uzvodnom i nizvodnom Rh-okviru predstavljaju podruéje od 903 pb sa 100 % homolognim
sekvencama unutar podruéja identiteta od 1463 pb. (B) Kona¢ni produkt crossing-overa, DNA s
delecijom gena RHD i sekvencom hibridnog okvira. Prilagodeno prema [44].

Konverzija gena jest nereciprotna zamjena genskog materijala odsjecka jednog
homolognog gena ekvivalentnim odsjeCkom njegova homologa. Dominantni je
mehanizam nastanka hibridnih alela struktura RHD-CE-D i RHCE-D-CE. Vjerojatnost
za dva crossing-overa u takvoj blizini mala je pa je konverzija gena vjerojatnije
objasnjenje pojave hibridnih alela u sustavu Rh [45]. Geni RHD i RHCE suprotne su
orijentacije, Sto dodatno smanjuje mogucnost za nerecipro¢ni crossing-over. Stoga je
najvjerojatnija konverzija gena izmedu para RHD i RHCE u cis-poziciji (Slika 8A) [46].
U hibridnih alela konverzija gena djeluje na dvije razine stvarajuci kalupne mutacije
(engl. templated mutations). Makrokonverzijski dogadaji stvaraju hibridni alel, ¢iji je
znatni dio zamijenjen ekvivalentnim odsjeckom homologa, a mikrokonverzijski dogadaji

mogu rezultirati zamjenom jednog ili vise manjih odsjecaka, vrlo ¢esto i zamjenom samo
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jednog nukleotida (Slika 8B). Nekalupne mutacije (engl. untemplated mutations), kod
kojih nukleotidi nastale sekvence ne potjeCu ni od kojeg gena sustava Rh, nastaju
pogresnim mutacijama ili konverzijom gena. Nekalupne mutacije ¢este su u alelima RHD
za antigene slabog fenotipa D. Pretpostavljena je struktura ukosnice (engl. hairpin) DNA
kromosoma koja omogucuje istu orijentaciju i blizinu homolognih dijelova. Zbog toga je

moguca konverzija gena u cis-poziciji [47].

N\

R N

RHCE

RHD

Slika 8. (A) Vjerojatni mehanizam konverzije gena u paru lokusa RHD i RHCE u cis-poziciji. Geni
RHD s Rh-okvirima i RHCE predstavljeni su strelicama sa smjerom orijentacije 5'—3'. U hibridnim
alelima crveno je oznacena sekvenca koja potjece od gena RHD, a plavo od gena RHCE. (B) Detaljniji
prikaz ukosnice. Crne okomite strelice pokazuju smjer nastanka hibridnih alela strukture RHD-CE-D
(prema dolje) i strukture RHCE-D-CE (prema gore). Smjer strelice odreduje gen (pocetak strelice) ¢iji
¢e egzoni biti umetnuti u homologni gen (vrh strelice). Tlustracije su shematske i ne sadrZe sve detalje,
niti su prikazani elementi nuzno u stvarnim omjerima dimenzija. Prilagodeno prema [45,46].

Vodoravne crne strelice izmedu gena na Slici 8A oznaene s X i y predstavljaju smjer
izmjene genskog materijala. MoZe do¢i do stvaranja hibridnog alela strukture RHD-CE-D
(smjer 1, u sredini lijevo, ako smjer izmjene genskog materijala ide najprije strelicom x

pa zatim strelicom y) ili hibridnog alela strukture RHCE-D-CE (smjer 2, u sredini desno,
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ako smjer izmjene genskog materijala ide najprije strelicom y pa zatim strelicom x). U
primjeru na Slici 8B isprekidane okomite linije ogranicavaju podrucje izmjene genskog
materijala. Gledano strelicama prema dolje, nastaje hibridni alel kojem su egzoni 4 do 9
gena RHD zamijenjeni egzonima gena RHCE, strukture RHD*D-CE(4-9)-D [45-46].

U ovoj su disertaciji izrazi ,,aleli RHD* 1 ,,varijante gena RHD* u pravilu istoznac¢nice,
ovisno o kontekstu koji se zeli naglasiti. U stru¢noj se javnosti produkti alela RHD
razli¢iti od RHD*01 tradicionalno nazivaju D-varijantama. Da bi se nazivi povezali, aleli
koji kodiraju D-varijante mogu se nazivati i varijantama gena RHD. Analogno nazivlje

vrijedi i za izraze ,,aleli RHCE®, odnosno ,,varijante gena RHCE* [10].

1.1.5. Evolucija gena sustava Rh

Geni sustava Rh evoluirali su najvjerojatnije iz prokariotskog gena Amt. Homolozi
ljudskih gena sustava Rh rasprostranjeni su u beskraljeznjaka i kraljeznjaka, ali ih nema
u biljaka. U kraljeznjaka je doslo do diverzifikacije gena i obitelj gena Rh prosirila se na
Cetiri grupe (engl. clusters) paraloga. U ljudi su to geni sustava Rh (RHCE i RHD), RHAG,
RHBG i RHCG [24]. Danas$nji geni sustava Rh nastali su, gotovo sigurno, duplikacijom
gena slicnom danaS$njem genu RHAG. Analize brojnih sinonimnih i nesinonimnih
supstitucija pokazuju da je prirodna selekcija djelovala na oba gena. Pritom je gen RHAG
vise konzerviran od gena sustava Rh te je evoluirao dva do tri puta sporije, $to upucuje

na vecu funkcionalnu vaznost gena RHAG [48].

Duplikacija gena sli¢nog genu RHAG, ¢ime je nastao recentniji gen RH, dogodila se u
kambriju prije 510 milijuna godina, prije divergencije riba bes¢eljusnica (Agnatha) i
celjustousnih kraljeznjaka (Gnathostomata) [49]. Homolozi gena RH pronadeni su u svih
proucavanih sisavaca [50]. Sekvence njihovih cDNA homologne su sa sekvencom
covjeka i predvidaju produkte od takoder 417 aminokiselina. Duplikacija davnog gena
RH, koja je potaknula evoluciju RHCE i RHD u ¢ovjeka, morala se dogoditi u zajednickog
pretka ljudi, ¢impanzi i gorila prije 0sam do jedanaest milijuna godina [51]. Poput vecine
ljudi, i ¢impanze i gorile imaju barem dva gena RH, iako neke ¢impanze imaju i tri ili

Cetiri gena; drugi primati imaju samo jedan gen RH po haploidnom genomu [52,53].

S obzirom na pozicije gena i orijentaciju, danasnji gen RHCE vjerojatno je ishodisni gen
RH. Serija genetickih dogadaja stvorila je danasnje haplotipove sustava Rh, §to prikazuje
Slika 9 [12, 54].
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Slika 9. Geneticki dogadaji koji su tijekom evolucije omogucéili pojavu danasnjih haplotipova sustava
Rh. Izvori podataka: [12,51,54].

Nakon duplikacije ishodisnog gena RHCE, slijedila je divergencija zbog mutacija i
kompleksnih rekombinacijskih dogadaja, kojima su nastali geni koji slice genu RHD i
alelu RHCE™*01 (*ce), iz kojih su nastali ostali haplotipovi prikazani na Slici 9. Haplotip
Dce bio je time ishodiste ljudskog sustava Rh. Delecija ili inaktivacija gena RHD stvorila
je haplotip dce (slike 6 i 7), nerecipro¢na rekombinacija sekvenci gena RHD iz podrucja
egzona 2 u gen RHCE*ce mogla je stvoriti haplotip DCe (Slika 8), a tockasta mutacija
(promjena jedne baze) na poziciji ¢.676 u genu RHCE*ce mogla je stvoriti haplotip DcE
(Tablica 1). Carritt i sur. predlozili su da je haplotip dCE nastao rekombinacijom DCe i
dce, haplotip dcE rekombinacijom DcE i dce, a haplotip DCE rekombinacijom DCe i DcE
[51]. Vrlo rijedak haplotip dCE mogao je nastati rekombinacijom dvaju, takoder rjedih,
haplotipova dCe i dcE [12,51,54].

Delecija gena RHD kojom nastaje D-negativan haplotip, relativno ¢est u populacijama
europskog porijekla, nije bila dio ishodisnog haplotipa, ve¢ se morala dogoditi tek nakon
duplikacije i diverzifikacije gena RH [44]. Mehanizam prirodne selekcije u korist
populacija u kojima su i D-pozitivni i D-negativni fenotipovi relativno Cesti nije do kraja
razja$njen. Taj je fenomen detaljno istrazivan s obzirom na ulogu koju ti fenotipovi igraju
u HBFN-u. Unato¢ tomu, analizom genomskih podataka nisu dobiveni dokazi u prilog
ikakvu ucinku prirodne selekcije na deleciju gena RHD [55].
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1.2. Varijante gena RHD

Polimorfizmi u genomu najces¢e nemaju funkcionalni utjecaj na organizam. Genski
produkti polimorfizama eritrocitnih krvnih grupa, medutim, mogu biti imunogeni u
antigen-negativnih osoba pri imunizacijskim dogadajima (trudnoca, transfuzija eritrocita
I transplantacija). Mnogo alela sustava Rh, a jos vise i drugih sustava krvnih grupa, ima
promjenu u jednoj bazi (engl. single nucleotide polymorphism, SNP) kao molekularnu
osnovu polimorfizma u odnosu na standardne alele (u sustavu Rh to su RHD*01 te
RHCE*01, *02, *03 i *04). Taj je pojam povezan sa sustavima krvnih grupa u literaturi
u posljednje vrijeme uobicajeno nazivati SNV (engl. single nucleotide variant). Sli¢no je
opisano i za antigene drugih stanica krvi, poput antigena HLA i trombocitnih antigena,
HPA (engl. human platelet antigens) [10].

Od svih antigena sustava Rh najvise je imunogen antigen D, zbog ¢ega je i klini¢ki
najvazniji. O tome svjedo¢i i ¢injenica da se kolokvijalno D-pozitivan i D-negativan
fenotip Cesto (neto¢no) oznacavaju kao Rh+ i Rh— Oko 80 % zdravih RhD negativnih
dobrovoljaca i 20 — 30 % RhD negativnih pacijenata koji su primili velike doze RhD
pozitivne krvi stvaraju protutijelo anti-D [56-59]. Do uvodenja profilakse

imunoglobulinom, protutijelo anti-D bilo je ¢est uzrok teskog oblika HBFN-a.

Oko 85 % stanovnika Europe ima standardni protein RhD u membranama eritrocita
(D-pozitivni), a oko 14 % nema ga zbog delecije gena RHD (D-negativni). Oko 1 % ¢ini
heterogena populacija s varijantama gena RHD koje su razli¢ito kodirane uz ekspresiju
razli¢itih fenotipova [60]. U neeuropskim populacijama antigen D ima oko 95 %
pripadnika populacija africkog porijekla. U populacijama istocne Azije antigen D jest
antigen visoke ucestalosti, s ucestalosti do 100 % u nekim populacijama. Postoji znatan
broj alela RHD koji kodiraju varijante antigena D, a neki aleli RHD uopée nemaju

ekspresiju funkcionalnog antigena D [10,60].

1.2.1. Razvoj spoznaja o varijantama antigena D

Naziv D" za antigen D koji detektiraju samo neka protutijela anti-D potjece od Strattona
iz 1946. godine [61]. Definicija je proSirena na antigene D onih eritrocita koji ne
aglutiniraju IgM, ali aglutiniraju 1gG protutijelo anti-D u indirektnom antiglobulinskom

testu (IAT). Pojavom boljih reagenasa anti-D, veéina eritrocita kojima bi ranije u

16



Uvod

rutinskom testiranju bio odreden DY, reagirala je uobicajeno. Tada se D" smatrala
kvantitativnom varijantnom s razlikom od ,obi¢nog“ antigena D samo u broju
antigenskih mjesta na eritrocitu [62,63]. Zbog toga je pojam D" devedesetih godina
20. stolje¢a zamijenjen pojmom slabi D (engl. weak D) [64]. Definicija slabog antigena
D cesto je ovisila o reagensu (protutijelima anti-D) te tehnici u seroloskom testiranju pa
je bilo tesko odrediti stvarnu ucestalost slabog D. Prema ranijim procjenama, ucestalost
slabog antigena D bila je od 0,3 % do 1,7 % [65].

Istovremeno je opisana i kvalitativna varijanta antigena D, dokazana u rijetkih
D-pozitivnih osoba koje mogu stvoriti aloprotutijelo anti-D. Po tadasnjoj teoriji antigen
D smatrao se mozaikom epitopa. Stoga bi osobe bez svih epitopa i uz izlozenost
»potpunom* antigenu D mogle stvoriti protutijelo na epitope antigena D koje nemaju.

Takve kvalitativne D-varijante stoga su nazvane parcijalni D (engl. partial D) [66].

Razvojem molekularnih metoda i njihovom prisutnosti u odredivanju krvnih grupa
drasti¢no razgrani¢enje D-varijanti na kvantitativne (slabi D) i kvalitativne (parcijalni D)
pokazalo se ne samo izlisnim, vec¢ i neto¢nim [10]. Medutim, podjela se toliko ukorijenila
u transfuzijskoj medicini da se ¢esto upotrebljavala za donosenje odluke hoce li pacijent
s D-varijantom primiti D-pozitivnu ili D-negativnu krv ili hoée 1i trudnica dobiti
imunoglobulin anti-D nakon rodenja D-pozitivnog djeteta. Definicije tih pojmova bile su
neprecizne, a nomenklatura za pojedine varijante ¢esto je bila zbunjujuca, nerijetko i
kombinacija fenotipa i genotipa. Parcijalni antigeni D najéeS¢e su nazivani razli¢itim
troslovnim kombinacijama ili oznakama kategorije (jo$ jedan arhaizam). Nakon
istrazivanja Wagnera i sur. iz 1999. godine, slabi antigeni D oznacéeni su brojkama od

1 do (tada) 81 [67].

Dvije tvrdnje i danas se nerijetko mogu pronaci u struci, N0 nijedna nije potpuno

zadovoljavajuca.

Prva je tvrdnja da osobe s parcijalnim antigenima D mogu stvoriti protutijela nakon
izlozenosti standardnom antigenu D, a oni sa slabim antigenima D ne mogu. Problem s
ovom definicijom jest to da se neka D-varijanta mozda nazvala slabim umjesto
parcijalnim D jer dotada nije pronadena osoba s tom D-varijantom koja je stvorila
protutijelo anti-D. To ne znaci da neka druga osoba s tom D-varijantom necée stvoriti
protutijelo anti-D nakon transfuzije D-pozitivnih eritrocita ili trudnoée s D-pozitivnim
djetetom [10].
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Druga je tvrdnja da protein RhD ima aminokiseline u parcijalnim antigenima D koje se
razlikuju od standardnog D u jednoj ili vise predvidenih vanjskih petlji, dok slabi antigeni
D imaju jednu ili viSe razli¢itih aminokiselina unutar neke od dvanaest membranskih
domena, Sest citoplazmatskih petlji ili N- i C-krajeva (Slika 4). Bit je te tvrdnje da
polimorfizmi slabih antigena D nisu u izvanstani¢cnom prostoru, gdje bi uzrokovali
stvaranje protutijela. Problem je S§to nije poznata precizna struktura proteina RhD te
posljedi¢no lokacija aminokiselinskih ostataka u membrani. Molekularna dijagnostika
RHD, koja jedina moze razlikovati alele tih antigena, jos$ uvijek se ne provodi rutinski u
vecem broju ustanova. Zato bi ta tvrdnja tesko mogla Koristiti u seroloskom testiranju ako

se ne zna to¢na pozicija polimorfizma u odnosu na standardni antigen D [10].

U posljednjih petnaestak godina zakljucak je stru¢ne javnosti da je stroga podjela i
definicija slabih i parcijalnih antigena D umjetna, zastarjela i djelomi¢no neodgovarajuca
[68]. Nazivi i definicije slabih i parcijalnih antigena D trebali bi se napustiti i zamijeniti
zbirnim pojmom — D-varijanta. U situaciji kad ne postoji medunarodno afirmirano

nazivlje, dopusteno je sluziti se starim nazivima [10,68].

1.2.2. Nomenklatura alela RHD

Radna skupina ISBT-a objavila je najnoviji popis alela RHD krajem 2021. godine [11].
Nesto ranije iste godine objavljena je i novi popis alela RHCE [13]. U popisu alela RHD,
uz alel RHD*01 za standardni antigen D, sve su varijante gena RHD popisane u
zajednickoj tablici, odvojene po grupama prema fenotipu produkata (Slika 10).

RHCE*01N.01 do
RHCE*01N.13

RHCE*02N.01 do
RHCE*02N.14

RHCE*03N.01 do
RHCE*03N.07

D-negativni] RHD?0IN.01do | RHD*03N.01, *03N.02
- RHD*01N.85 RHD*08N.01
Slika 10. Nomenklatura alela sustava Rh, prema najnovijim popisima alela ISBT-a iz 2021. godine

[11,13]. Za svaki gen svjetlocrveno su oznacene podskupine s fenotipom alela za funkcionalni antigen,
aleli s ekspresijom oznadeni su sivoplavo, a ljubicasto nul-aleli bez ekspresije funkcionalnog antigena.
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U popisu alela RHD u posebnu je grupu, pod nazivom D-pozitivni, izdvojen alel za
standardni antigen D, RHD*01, s dodatnim alelom RHD*01.01.

U prvoj grupi, parcijalni D (ali ne RHD), nalaze se aleli RHD s ekspresijom parcijalnih
antigena D prema starom nazivlju. Danas aleli te grupe imaju naziv oblika RHD*XX.YY,
gdje XX moze biti dvoznamenkasta brojka koja odgovara ili arhai¢noj kategoriji, ili je na
neki drugi nacin povezana s alelom, ili je sljedeca po redu definicije. Ako postoje
podtipovi, oni se oznacavaju iza tocke (YY) dvoznamenkastim rednim brojem (poput
alela RHD*06: RHD*06.01, RHD*06.02). Alternativna nomenklatura dopusta da se
uvrijezeni nazivi parcijalnih antigena D pisu i u imenu alela, na primjer, antigen DNB

kodiran je alelom RHD*DNB (prema sluzbenoj nomenklaturi RHD*25).

Druga grupa, slabi D, s alelima RHD koji kodiraju slabe antigene D, prema starom
nazivlju. Naziv alela prema alternativnoj nomenklaturi jest RHD*weak D type + brojka
po redoslijedu definicije. Posljednji zasad definirani alel ove grupe jest alel za slabi D
tipa 161 (engl. weak D type 161). Odreden broj alela s povijesno dodijeljenim nazivom
slabi D uvrsten je u prvu grupu (parcijalnih D), neki se i zovu objedinjeno. Najceséi je
takav alel RHD u srednjoj Europi slabi parcijalni 11 (RHD*weak partial 11, koji sada
nema rije¢ type u nazivu). Ti aleli izvorno su proglaseni alelima slabih antigena D, no
naknadno je utvrdeno da, uz slabiju reaktivnost u seroloskim testovima, osobe s tim
antigenom mogu stvoriti i protutijelo anti-D pri izloZenosti standardnom antigenu D.
Sluzbena je nomenklatura ove grupe alela RHD*01W.X, pri ¢emu je X brojka po
redoslijedu definicije, a W oznaka za weak (engl. 'slab’). Ako postoje podtipovi, pisu se
iza brojke, odvojeni to¢kom i rednim brojem podtipa (poput RHD*01W.1.1).

Treca grupa jest DEL, definiran kao slaba ekspresija antigena D primarno dokaziva samo
adsorpcijom i elucijom (naziv DEL prema D elution). Radi se o iznimno slaboj ekspresiji
antigena D, koja se ne moze odrediti rutinskim seroloskim metodama, ve¢ samo
osjetljivim testom adsorpcije i elucije. Sluzbena nomenklatura DEL alela ima oblik
RHD*01EL.X, pri ¢emu je X brojka po redoslijedu definicije, a EL je oznaka za elution,
Sto upucuje na metodu dokazivanja ekspresije tog alela elucijom. Alternativna
nomenklatura ima oblik RHD*DELX, pri ¢emu je X ista brojka kao u sluzbenoj
nomenklaturi. Primjer alela iz ove skupine jest alel RHD*01EL.44 ili RHD*DEL44.
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Cetvrtu grupu, D-negativni, ¢ine nul-aleli, aleli bez ekspresije antigena D. SluZbena
nomenklatura glasi RHD*01N.XX, gdje je XX dvoznamenkasti broj po redoslijedu
definicije (RHD*01N.04). Ovo je jedina grupa alela RHD za koju alternativna
nomenklatura ne postoji (osim, zbog povijesnih razloga, za alel RHD*08N.01, Kkoji je
dopusteno zvati i RHD*¥ ili RHD*Pseudo-gene). Uz njega, jo§ su samo aleli
RHD*03N.01 i RHD*03N.02 (zbog sli¢nosti u genskoj strukturi s alelima skupine
RHD*03) jedina tri alela ove grupe koji ne slijede opée pravilo nomenklature. U ovoj
grupi posebno se izdvaja oznaka RHD*01N.01 za deleciju cijelog gena RHD. Njome nije
oznacen de facto neki alel RHD, ali se u stru¢noj javnosti s tom oznakom postupa kao da
se radi o alelu, $to je bio i razlog njezina uvodenja. Primjer je oznaka u genotipovima, pri
odredivanju zigotnosti lokusa RHD, pa se genotip hemizigota za lokus RHD moze
ozna¢iti S RHD*01 / RHD*01N.01. Pritom se podrazumijeva da se ne radi o dva alela,
ve¢ samo 0 jednom genskom lokusu RHD (s alelom RHD*01), a na homolognom

kromosomu doslo je do delecije gena RHD.

1.2.3. Parcijalne D-varijante i epitopi antigena D

Podjela D-varijanti zapocela je Sezdesetih godina 20. stoljeca kad su Tippet i Sanger
podijelili parcijalne antigene D u Sest kategorija ovisno o uzorcima reaktivnosti izmedu
eritrocita i protutijela RhD pozitivnih osoba koje su stvorile protutijelo anti-D [69].
Dvadesetak godina kasnije serolosko testiranje antigena D revolucionarizirano je
uvodenjem razli¢itih monoklonskih protutijela anti-D. Reakcije s njima imale su drukc¢ije
uzorke reaktivnosti nego dotad uz poliklonska protutijela, a smatralo se da oznacavaju

razli¢ite epitope antigena D (epD) [10,69].

Razvojem monoklonskih protutijela anti-D bilo je moguée definirati 30 epitopa, s
nomenklaturom koja ukljucuje ranije uvrijezene nazive. Danas su to epitopi od epD1.1
do epD16.1 uz poddiobu pojedinih epitopa (kao epD6.4). Utvrdena je reakcija pojedinog
parcijalnog antigena D s monoklonskim protutijelima anti-D za svaki epD. Tako
definirani epD nisu stvarni epitopi antigena D, ve¢ samo oznacavaju uzorke reakcija.
Reakcije mogu ovisiti o koncentracijama protutijela, posebno pri epD s niskim afinitetom,
pa razliCite serije istog protutijela mogu dati razli¢ite rezultate. Temperatura reakcije i pH

mogu takoder promijeniti specifi¢nost [70].
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Ekspresija epitopa antigena D proucava se dugo, no jo$ uvijek nije do kraja razjasnjena.
Jedan od ranijih modela, dobiven proto¢nom citometrijom, predvida Sest skupina epitopa,
od kojih se neki preklapaju, a nalaze se uglavnomu 3., 4. i 6. izvanstani¢noj petlji proteina
RhD. Neka protutijela anti-D prepoznaju strukturu od samo jedne, a druga strukturu od
dvije, tri ili Cetiri izvanstani¢ne petlje. Novije modeliranje donosi i koncept izvanstani¢ne
udubine u podrucju 3. i 4. petlje koja bi mogla dopustiti pristup protutijelima unutarnjim
podruc¢jima proteina (Slika 4) [10,34,71].

Chang i Siegel proucavali su jedinstvena protutijela anti-D iz nasumi¢nih klonova
limfocita B u osoba koje stvaraju protutijela [72]. Otkrili su sli¢ne sekvence tih protutijela,
Sto upucuje na to da regije proteina RhD na koje se vezu moraju biti blizu i strukturno
povezane. Predlozili su objasnjenje da protutijela koja se vezu na razli¢ite epitope
antigena D prepoznaju jednaku strukturu. Ta struktura predstavlja vecinu ili cijeli
izvanstanicni dio proteina, a ne prostorno razli¢ite epitope. Razlike u specificnosti
vezanja protutijela na pojedine parcijalne antigene D bile bi posljedica konformacijskih
promjena unutar strukture koju prepoznaju. Sva daljnja nastojanja za analizu prirode

epitopa antigena D trebaju uzimati u obzir i strukturu heterotrimera RhD-RhAG [73].

1.2.4. D-varijante slabog fenotipa

Slabe D-varijante povijesno su se smatrale onima s potpunim antigenom D, sa svim
epitopima, ali slabe ekspresije kvantitativno u seroloskim testovima. U praksi je to tesko
odrediti jer je moguce da monoklonsko protutijelo anti-D ne reagira s eritrocitima zbog
niske avidnosti protutijela, a ne zbog nepostojanja epitopa za vezanje [10].

Glavni molekularni mehanizam nastanka alela RHD koji kodiraju slabi fenotip D jedna
je ili vise supstitucija (pogresna mutacija), SNV, uz vrlo malen broj duplikacija i insercija
bez promjena okvira ¢itanja [11]. Za sve supstitucije aminokiselina smatra se da se nalaze
u membranskim i/ili citoplazmatskim domenama proteina RhD. No, za neke slabe
antigene D tocnost te teorije ovisi 0 tome je li udubina u proteinu RhD pretpostavljena

modelima iskljucivo izvanstani¢na ili jo§ prolazi i kroz membranu [10,11].

Slabi antigeni D tipova 1, 2 i 3 najc¢es¢i su u populacijama europskog porijekla i zajedno
imaju udio do 90 % svih slabih antigena D u odredenoj populaciji [67]. Ucestalost svakog
tipa slabog antigena D razli¢ita je izmedu pojedinih populacija. U Hrvatskoj su

najucestaliji slabi D tipa 1 i tipa 3, ali je neuobicajeno razmjerno velika ucestalost slabog
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D tipa 14 u odnosu na druge populacije [74]. Ina¢e iznimno rijedak, slabi D tipa 38,
najceséi je slabi antigen D u Portugalu [75]. Neki antigeni fenotipa slabog D pokazuju
iznimno slabu reaktivnost u rutinskom seroloskom testiranju (slabi D tipa 2 i tipa 38), a

neki se seroloskim metodama jedva mogu odrediti [10].

Slabi antigeni D danas se sve vise definiraju na molekularnoj razini preko alela koji ih
kodiraju. Sve se viSe antigena ne uklapa u prvotnu definiciju s ekspresijom svih epitopa,
a da posljedi¢no ne mogu biti povezani sa stvaranjem protutijela anti-D. U serumu osoba
s antigenom slabi D tipa 15 sa sigurnosc¢u je utvrdeno aloprotutijelo anti-D, $to je opisano

I za neke druge slabe antigene D, na primjer tipova 21, 33141 [11,76].

1.2.5. DEL fenotip

DEL fenotip oznacava vrlo slabo reaktivne D-varijante koje se mogu odrediti samo
testom adsorpcije i elucije. Najvecu ucestalost ima u populacijama istocne Azije, gdje
izmedu 10 do 30 % seroloski RhD negativnih osoba sadrzi DEL varijantu [77-79]. Daleko
najces¢i alel odgovoran za DEL fenotip u tim populacijama jest RHD*01EL.01
(RHD*DELY1), posljedica sinonimne (engl. samesense) mutacije posljednjeg 3' nukleotida
u egzonu 9 gena RHD, ¢.1227G>A. lako sinonimna na razini aminokiselinskog ostatka,
ona onemogucuje standardno prekrajanje (engl. splicing) na razini mRNA te transkripti

nemaju uobicajeni egzon 9 i ne nastaje uobicajeni transkript gena RHD [80-85].

U populacijama europskog porijekla pronadeni su rijetki DEL aleli RHD (oko 0,3 % ili
manje u RhD negativnih osoba). Gotovo su svi u haplotipu s alelima RHCE*02 (*Ce) ili
RHCE*03 (*cE) [46,60,86-89]. Najcesci alel za DEL fenotip u populacijama europskog
porijekla je RHD*11 u haplotipu DCe. Razlikuje se od RHD*01 samo u SNV ¢.885G>T.
Alel RHD*11 utvrden je u Hrvatskoj [90,91], Bosni i Hercegovini [92] te Srbiji [92].
Drugi DEL alel po ucestalosti u europskim populacijama, RHD*01EL.08, ima SNV
unutar mjesta prekrajanja (engl. splice site), ¢.486+1G>A u intronu 3 gena RHD [46,87].

DEL aleli i DEL fenotip nisu istoznac¢nice. DEL fenotip oznacava iznimno slabu
reaktivnost antigena D. DEL aleli mogu kodirati antigen D takvog fenotipa te su za sve
DEL alele nedvojbeno dokazani DEL fenotipovi antigena D koje oni kodiraju. Medutim,
i neki drugi aleli izvan grupe DEL alela RHD mogu kodirati antigen D DEL fenotipa.
Osim toga, DEL aleli RHD odgovorni su i za D-negativan fenotip. Strukture DEL alela
su varijabilne (SNV u egzonima ili intronima, veliki hibridni aleli) [78,84,85,87].
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1.2.6. Molekularna genetika RhD negativnog fenotipa

RhD negativan fenotip moze nastati potpunom odsutnoscu proteina RhD u membranama
eritrocita i posljedi¢no odsutnosc¢u svih epitopa antigena D. To objasnjava i zasto nikad
nije pronaden antiteticki antigen ,,d* koji bi nastao ekspresijom nekog drugog alela istog
gena RHD kao i protein RhD. Za razliku od seroloskih metoda odredivanja antigena D,
koje pokazuju jedinstven rezultat u RhD negativnih osoba, molekularni temelji RhD
negativnog fenotipa mogu biti vrlo razli¢iti. Zbog toga su populacijska istrazivanja vazna,

kako bi se rezultat testiranja u odredenoj populaciji mogao pravilno interpretirati [10].

U populacijama europskog porijekla RhD pozitivne osobe su u pravilu ili homozigoti ili
hemizigoti za gen RHD, uz vrlo malen broj heterozigota [93]. Najc¢esc¢i genski uzrok RhD
negativnog fenotipa u populacijama europskog porijekla jest homozigotnost za deleciju
gena RHD, RHD*01N.01 (Slika 6). Drugi su uzroci RhD negativnog fenotipa u
populacijama europskog porijekla rijetki. Delecija RHD (Slika 7) nastala je kao posljedica
crossing-overa unutar sekvenci Rh-okvira (engl. Rh boxes) koje omeduju lokus RHD te
posljedi¢nim nastankom strukture hibridnog okvira (engl. hybrid box) [44]. Rh-okuviri,
uzvodni okvir (engl. upstream box) u smjeru 5" i nizvodni okvir (engl. downstream box)
u smjeru 3' od lokusa RHD, medusobno su homologni 98,6 %. Sastoje se pretezno od
sljedova ponavljaju¢ée DNA, a unutar njih postoji tzv. podruéje identiteta (engl. identity
region) od po 1463 pb u svakom Rh-okviru s 99,9 % homologije. U svakom od njih
pronadeno je veliko podruéje od 903 pb sa 100 % homolognim sekvencama. Upravo u
tom podrucju doslo je do crossing-overa kojim nastaju hibridni okvir na kromosomu 1 i
delecija gena RHD [44].

-----

homozigotnost ili hemizigotnost za potpuni, ali neaktivan alel RHD, RHD*08N.01
(RHD*YP) [94]. RHD*¥ karakterizira duplikacija sekvence od 37 pb (posljednjih 19
nukleotida introna 3 i prvih 18 nukleotida egzona 4), koja moze dovesti do pomaka okvira
citanja (engl. frameshift mutation) i do preranog STOP kodona. RHD*¥ ima i besmislenu
(engl. nonsense) mutaciju u egzonu 6 (p. Tyr269stop) zbog koje definitivno ne dolazi do
ekspresije proteina RhD. Obi¢no dolazi u haplotipu s alelom RHCE*01 (Dce) [60]. Osim
RHD*Y, u osoba RhD negativnog fenotipa ovih populacija pronadeni su i hibridni aleli
strukture RHD-CE-D, koji vjerojatno kodiraju i promijenjeni antigen C [95]. DEL aleli u

populacijama africkog porijekla nisu pronadeni [96].
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U populacijama isto¢ne Azije RhD negativan fenotip izrazito je rijedak, ucestalosti oko
0,4 % [78]. Od toga je njih oko 70 % homozigota za deleciju gena RHD. Ostali, u pravilu
s antigenom C u fenotipu, ve¢inom imaju alel RHD koji kodira DEL varijantu, a
pronadeni su i hibridni aleli strukture RHD-CE-D [77,79,81,83,85].

U istrazivanju Wagnera i sur. u 8442 seroloski RhD negativna davatelja krvi u njemackoj
populaciji, kao predstavnika populacija europskog porijekla, 50 (0,59 %) ispitanika imalo
je gen RHD u haplotipu s RHCE*02 (*Ce) ili RHCE*03 (*CcE), osim jednog uzorka s
alelom RHD*¥ u haplotipu s RHCE*01 (*ce). Molekularni mehanizmi koji su doveli do
takvog seroloskog rezultata uklju¢uju DEL alele, pogresne mutacije, mutacije unutar

mjesta prekrajanja i oko njega te razlicite hibridne alele strukture RHD-CE-D [46].

1.2.7. Filogeneticke grupe alela RHD

Filogenetic¢ka istrazivanja prikazuju model cetiriju grupa (engl. cluster) alela RHD s
ekspresijom varijanti antigena D. Svaka je grupa definirana jednim ishodisnim alelom

koji se razlikuje od RHD*01, a grananje se dalje siri dodatnim polimorfizmima [97-99].

Euroazijska grupa — sadrzi RHD*01 koji kodira standardni antigen D te brojne alele
parcijalnih i slabih D-varijanti, uglavnhom u haplotipu s RHCE*02 (*Ce) ili RHCE*03
(*cE).

Ostale grupe nazvane su africkim grupama zbog razmjerno vece ucestalosti alela iz tih
grupa u populacijama africkog porijekla u odnosu na ostale populacije. Za sve njih

karakteristi¢na je najéeSc¢a povezanost alela RHD u haplotip s alelom RHCE*01 (*ce).

Grupa DAU - sadrzi alel RHD*DAUO (RHD*10.00) koji ima SNV ¢.1136C>T
(p.-Thr379Met) i ostale DAU-alele s dodatnim polimorfizmima.

Grupa slabog D tipa 4 — sadrzi alele za antigene ranijih naziva slabi D tip 4 s
podtipovima (danas aleli skupine RHD*09, DAR-fenotipa) te RHD*¥ i druge alele koje
karakterizira SNV ¢.667T>G (p.Phe223Val).

Grupa DIVa — sadrzi alele koji kodiraju naj¢esc¢e fenotip parcijalnog D, a koje
karakterizira SNV ¢.455A>C (p.Asn152Thr) [97].
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1.3. Varijante gena RHCE

1.3.1. Aleli RHCE odgovorni za polimorfizam antigena C i ¢

Ucestalost antigena C i ¢ znatno se razlikuje medu populacijama. U populaciji europskog
porijekla (Engleska), antigen C ima ucestalost 68 %, a antigen ¢ 81 %, Sto ¢ini ucestalost
alela za antigen C (RHCE*02 i *04) ukupno 43 %, a alela za antigen ¢ (RHCE*01 i *03)
ukupno 57 %. U populacijama afri¢kog porijekla uestalost antigena ¢ znatno je veéa, a
antigena C znatno manja. Nasuprot tomu, u populacijama isto¢ne Azije ucestalost

antigena C gotovo je 100 %, a antigen ¢ ima nisku ucestalost [10].

Polimorfizam antigena C>c obi¢no je kodiran sa Sest nukleotidnih supstitucija u genu
RHCE koje, uz dvije sinonimne (tihe) mutacije (engl. samesense, silent mutation)
¢.150T>C i c.201G>A, dovode do razlike u ¢etiri aminokiseline (Tablica 1). Samo se za
poziciju p.103 u proteinu RhCE predvida da je izvanstani¢na, U 2. izvanstani¢noj petlji
(strelica C/c na Slici 4) [10].

Za ekspresiju antigena C polimorfizam p.Ser103 je nuzan, ali nedovoljan. Egzoni 2 gena
RHD i alela RHCE*02 (*Ce) te RHCE*04 (*CE) jednakih su sekvenci pa svi kodiraju
p.Ser103. Svako protutijelo specifi¢no za p.Ser103 reagira s produktima gena RHD i alela
RHCE*02 te RHCE*04. Napravljeno je istrazivanje u kojem su produkti alela RHCE*02
pokazivali jaku reakciju s tri monoklonska protutijela anti-C, ali s produktima alela
RHCE*04 dva protutijela uopée nisu reagirala, a treée je reagiralo slabo. Cini se da
p.Pro226Ala, odgovoran za polimorfizam antigena E>e, uzrokuje konformacijske
promjene u proteinu RhCE koje utjecu i na ekspresiju antigena C [100]. Zato je C izrazito
konformacijski antigen, a protutijela anti-C heterogena. Za potpunu ekspresiju antigena
C protein mora imati p.Ser103, ali i p.Cys16 i neke druge aminokiseline prema C-kraju
karakteristi¢ne za protein RhCE (Tablica 1). Medutim, p.Cys16 ipak nije nuzan u svakoj
ekspresiji antigena C. Postoji niz slabih i parcijalnih antigena C sa p.Trpl6 [101].
Nasuprot tomu, antigen c definiran je sa p.Pro103, koji kodiraju aleli RHCE*01 (*ce) i
RHCE*03 (*cE), ali ne i gen RHD. Na ekspresiju antigena ¢ ne utje¢e polimorfizam
p.Cysl16Trp, iako p.Cys16 u alelu RHCE*01 moze utjecati na (slabiju) ekspresiju nekih
epitopa antigena e [102].

Jedan od polimorfizama za antigene C i ¢ jest SNV ¢.307T>C u egzonu 2 (p.Ser103Pro)
(Tablica 1). Budu¢i da aleli za antigen C (RHCE*02 i RHCE*04) u egzonu 2 imaju

25



Uvod

jednaku sekvencu kao i gen RHD (c.307T), ona ne moZe posluziti za dizajn specifi¢nih
pocetnica u metodi lan¢ane reakcije polimerazom (engl. polymerase chain reaction, PCR)
za odredivanje polimorfizama specifi¢nih za antigen C (0sim, eventualno, u uzorcima
RhD negativnih osoba). S druge strane, jednostavno je dizajnirati takve pocetnice za alele
odgovorne za antigen c jer su diskriminiraju¢e [94]. Korelacija ekspresije antigena C i
drugog polimorfizma c.48C (p.Cys16) u egzonu 1 nije velika, tako da taj SNV ne sluzi
specificnom razlikovanju polimorfizma C>c. Utvrdena je specifi¢na insercija u intronu 2
od 109 pb samo u onih alela RHCE odgovornih za ekspresiju antigena C. Stoga danasnji
molekularni testovi upotrebljavaju kako SNV ¢.307C, tako i inserciju u intronu 2 od 109
pb za odredivanje alela RHCE pa se polimorfizmi za antigene C i ¢ mogu precizno
odrediti i razlikovati [103].

1.3.2. Aleli RHCE odgovorni za polimorfizam antigena E i e

Antigeni E i e drugi su par antitetickih antigena koje kodira gen RHCE. U populaciji
europskog porijekla (Engleska), antigen E ima ucestalost 29 %, a antigen e 98 %, Sto ¢ini
ucestalost alela za antigen E (RHCE*03 i *04) ukupno 16 %, a alela za antigen e
(RHCE*01 i *02) ukupno 84 % [10]. U drugim populacijama te se brojke mnogo ne

razlikuju jer u svima antigen e ima znacajno veéu ucestalost od antigena E [104,105].

Polimorfizam antigena E>e vezan je za SNV ¢.676C>G u egzonu 5 gena RHCE, koji
kodira p.Pro226Ala u izvanstani¢noj udubini proteina RhCE (Tablica 1, Slika 4).
Ekspresija antigena e ne ovisi samo o0 p.Ala226 jer tu aminokiselinu kodira i gen RHD,
no sam protein RhD ne pokazuje ekspresiju antigena e [32]. U osoba s rijetkim
haplotipom DCE ekspresija antigena C obicno je vrlo slaba, $to upucuje na to da p.Pro226
suprimira ekspresiju antigena C. Obrnuto, polimorfizam antigena C>c nema ocitog
ucinka na ekspresiju antigena E [100]. Mnogo razli¢itih polimorfizama u genu RHCE
moze kvantitativno promijeniti ekspresiju antigena E i e, najéeS¢e u antigen slabog
fenotipa [106].

Polimorfizam odgovoran za ekspresiju antigena E moze se odrediti specificnom
pocetnicom za SNV ¢.676C. Polimorfizam za ekspresiju antigena e, ¢.676G, prisutan je i
u genu RHD. Zbog toga se pocetnica sa specificnim polimorfizmom ¢.676C sparuje u
istoj reakciji s pocetnicom koja se veze na sekvencu specifi¢nu za gen RHCE u egzonu 5

(na primjer, c.787A jer je u genu RHD na toj poziciji ¢.787G) [107].
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1.4. Metode u imunohematologiji

1.4.1. Seroloske metode odredivanja antigena D

Imunohematologija prouc¢ava imunosne i genske osobine krvnih grupa, antigena krvnih
stanica, posebno eritrocita, te protutijela i specifi¢nih proteina krvi poput komplementa.
Rutinske seroloske metode temelje se na reakcijama antigen — protutijelo. Protutijela
anti-Rh (kao skupni naziv za sva protutijela usmjerena na antigene sustava Rh) nastaju
kao odgovor na imunizaciju eritrocitima, bilo transfuzijom ili trudno¢om, iako ponekad
mogu biti i prirodna protutijela. Protutijela anti-Rh najbolje reagiraju na 37 °C (tzv. topla
protutijela), a njihova se reaktivnost moze pojacati obradom stanica razli¢itim enzimima.
U proslosti su za proizvodnju testnih seruma upotrebljavani serumi bolesnika s visokim
titrom protutijela. Veéina protutijela anti-D covjeka u testnim serumima nece reagirati s
antigen-pozitivnim eritrocitima u direktnoj aglutinaciji bez obrade enzimom,

modifikacije strukture ili dodatka pojacivaca u reagens [10].

Monoklonska protutijela anti-D razvijena su krajem osamdesetih godina 20. stoljeca.
Glavna metoda proizvodnje temeljena je na imortaliziranim stani¢nim linijama
(hibridomima) nastalim fuzijom stanice mijeloma i limfocita B koji stvara protutijela
anti-D. U reakciji monoklonskih protutijela anti-D s eritrocitima s parcijalnim antigenima
D na membrani, identificirani su razli¢iti epitopi na proteinu RhD [70]. Danas se za
serolosko odredivanje RhD gotovo isklju¢ivo upotrebljavaju monoklonska protutijela
anti-D i1 njihove mjesavine (engl. blends). Monoklonska protutijela razreda IgM u
reagensima aglutiniraju velik broj D-varijanti, ali ne aglutiniraju neke antigene slabog D
i DEL fenotipa [10].

Seroloske metode zlatni su standard odredivanja antigena krvnih grupa i protutijela
usmjerenih na njih. To su prve metode uvedene u prijetransfuzijsko testiranje i omogucile
su suvremeno transfuzijsko lijeCenje. S obzirom na njihova ograni¢enja i sve veéu
dostupnost metoda molekularne biologije u medicini, molekularna dijagnostika i u
imunohematologiji postaje sve vaznija u rjeSavanju dvojbenih rezultata testiranja
davatelja krvi i pacijenata (primatelja krvnih pripravaka), kao i rutinskom odredivanju

alela pojedinih gena [10].
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1.4.2. Molekularne metode za odredivanje gena specifi¢nih antigena eritrocita,

leukocita i trombocita

Molekularna dijagnostika danas je razvijenija u tipizaciji alela HLA nego u odredivanju
alela eritrocitnih antigena. Brz napredak molekularnih metoda tipizacije alela HLA
omogucio je napredak transplantacijske medicine. Seroloska fenotipizacija antigena HLA
ima nizu dijagnosticku vrijednost u usporedbi s molekularnom tipizacijom alela HLA.
Zato je tipizacija alela HLA niske, visoke ili alelne rezolucije zlatni standard u
odredivanju podudarnosti organa ili transplantaciji mati¢nih stanica hematopoeze [108].
Uz eritrocite i leukocite (limfocite) testiraju se trombociti te aleli u sustavima HPA, kao
I granulociti (neutrofili) te aleli u sustavima specifi¢nih neutrofilnih antigena, HNA (engl.
human neutrophil antigens). Molekularna osnova brojnih antigena u sustavima HPA i
HNA je odredena. U pravilu se radi o bialelnoj promjeni jedne baze (SNV) u genima za
odgovaraju¢e glikoproteine, Kkoji se moze jednostavno odrediti molekularnom
dijagnostikom [109,110].

Najupotrebljavanije metode za odredivanje alela eritrocitnih i trombocitnih antigena su:

e PCR-SSP (engl. polymerase chain reaction with sequence specific primers),
metoda lancane reakcije polimerazom uz pocetnice specifi¢ne za odredeni slijed
nukleotida u testiranoj DNA.

e (QPCR, akronim za PCR u stvarnom vremenu (engl. quantitative PCR,
kvantitativni PCR, kao jedno od osnovnih obiljezja PCR-a u stvarnom vremenu,
engl. real-time PCR).

e PCR-SSO (engl. polymerase chain reaction with sequence specific
oligonucleotides), metoda lancane reakcije polimerazom nakon koje slijedi
hibridizacija nastalog amplikona s oligonukleotidnim probama specifi¢nim za
odredeni slijed nukleotida u DNA. Metoda PCR-SSO s polistirenskim
mikrosferama gotovo je univerzalno prisutna u laboratorijima za tipizaciju alela
HLA te ve¢im laboratorijima koji odreduju alele eritrocitnih antigena, zato Sto je
pogodna za vece serije testiranja.

e PCR-RFLP (engl. restriction fragment length polymorphism), proucava
polimorfizam duljina odsjecaka DNA dobivenih cijepanjem restrikcijskim
enzimima. Razli¢iti aleli cijepanjem odredenim restrikcijskim enzimom daju

amplikone razli¢itih duljina, koji se mogu razlikovati elektroforezom [111].
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Druge metode za tipizaciju alela sustava krvnih grupa temeljene na metodi PCR-a postoje
uglavnom u istrazivackim laboratorijima u sklopu vec¢ih medicinskih centara, poput
MALDI-TOF masene spektrometrije (engl. matrix-assisted laser desorption/ionization,
time-of-flight mass spectrometry) i SBT (engl. sequence based typing) ili sekvenciranja
DNA po Sangeru. Glavna im je vrijednost u specificnom rjeSavanju problema pri
testiranju $iroko dostupnim metodama. Istrazuju se mogucnosti primjene sekvenciranja
sljedece generacije (NGS, engl. next generation sequencing) za alele sustava krvnih grupa
i to standardne metode sa sekvenciranjem kratkih odsjeCaka DNA [112], a odnedavno i

sekvenciranja duljih odsjecaka DNA (engl. long-read sequencing) [113].

1.5. Klini¢ka vaznost protutijela usmjerenih na antigene sustava Rh

Veéina protutijela anti-Rh mogu uzrokovati HBFN te akutne ili odgodene hemoliticke

transfuzijske reakcije [10].

Levine i Stetson 1939. godine istrazivali su hemoliti¢ku reakciju u rodilje, kao posljedicu
transfuzije krvi njezina supruga. Radilo se o porodu mrtvorodenceta i pronalasku
protutijela u serumu rodilje koje je aglutiniralo eritrocite supruga kao i eritrocite oko 80 %
testiranih ABO podudarnih eritrocita. Istrazivanje je pokazalo da je novi antigen neovisan
od dotad poznatih antigena ABO, MN i P [114].

Landsteiner i Wiener gotovo su istovremeno, 1940. godine, eritrocitima rezus (engl.
rhesus) majmuna (Macaca mulatta) imunizirali ze¢eve i zamorce [115,116]. Nastala
protutijela, nazvana anti-rezus (anti-Rh), aglutinirala su eritrocite rezus majmuna, ali i
85 % eritrocita Njujorcana europskog porijekla. Iste su godine Wiener i Peters
identificirali protutijela naizgled jednakih specificnosti u serumima pacijenata koji su
imali transfuzijske reakcije nakon primanja ABO podudarne krvi [117]. Protutijelo koje
su opisali Levine i Stetson Cinilo se istim kao i anti-rezus [118]. Tek je dvadesetak godina
kasnije otkriveno da se radi o dva razliCita antigena odnosno protutijela. Ime Rh za
antigene na koje su bila usmjerena istrazivana ljudska protutijela nije vise bilo prakti¢no
promijeniti jer je do tada naziv Rh ve¢ bio u §irokoj primjeni u medicini. Stoga je Levine
predlozio da se antigen definiran Zivotinjskim protutijelom ,,anti-rezus* nazove LW u Cast
Landsteinera i Wienera [119]. Antigen D, kao najjac¢i imunogen sustava Rh, i danas se

najcesce kolokvijalno naziva ,,Rh-faktor .
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Otkri¢e Levine i sur. utvrdilo je da uzrok HBFN-a lezi u imunosnoj nepodudarnosti
izmedu majke i djeteta [118,120,121]. U Sezdesetim godinama 20. stoljeca otkriveno je
da se primarna imunizacija uzrokovana RhD nepodudarnom trudno¢om moze sprijeciti
pasivnom primjenom imunoglobulina anti-D. Profilaksa hiperimunim globulinom danas

se smatra jednim od najuspjesnijih preventivnih postupaka u medicini [10].

1.5.1. Aloprotutijela anti-D

Aloprotutijela anti-D u pravilu su razreda 1gG. U ranim fazama imunosnog odgovora
moguce je dokazati i protutijela razreda IgM u serumu [122]. Za varijabilne dijelove
teSkog lanca (Vw), koji su u kontaktu s antigenom, u svih protutijela anti-Rh vrijedi
iskljuciva restrikcija za gene IGHV3 [123]. Najveéi broj protutijela anti-D pripada
podrazredima 1gG1 i 1gG3. Podrazred 1gG1 gotovo je uvijek prisutan u imuniziranih
osoba, a u visestrukim imunizacijama mogu se obi¢no dokazati oba podrazreda.
Protutijela anti-D mogu tek iznimno pripadati podrazredima IgG2 i IgG4. Imunoglobulini
se u krvotok fetusa prenose aktivnim transportom vezanjem za Fc receptore u posteljici.
Ti receptori imaju visok afinitet za protutijela podrazreda 1gG1 i 1gG3. Zato se u trudno¢i
imunizirane majke protutijela anti-D aktivno transportiraju u krvotok djeteta i uzrokuju

hemolizu eritrocita [122].

Aloprotutijela anti-D u pravilu ne aktiviraju komplement. Razlog je tomu udaljenost
izmedu antigenskih mjesta, izmedu ostalog i zbog heterotrimera RhAG i RhD [20] koji
sprecava povezivanje molekula IgG u heksamere, §to je potrebno za vezanje pocetne
molekule komplementa C1q [122]. Zbog nemogucénosti aktiviranja komplementa
protutijela anti-D gotovo nikad ne uzrokuju akutne intravaskularne hemoliticke reakcije.
Eritrociti se razgraduju sporo, ekstravaskularno, Cesto bez vidljivih laboratorijskih
znakova hemolize. Zato je zanimljiv slucaj osobe sa slabim parcijalnim antigenom D,

koja je stvorila komplement-vezujuéa protutijela anti-D [124].

Za objasnjenje aloimunizacija nakon transfuzija i u nepodudarnoj trudno¢i proucavaju se
molekularni mehanizmi u interakciji peptida antigena krvnih grupa s molekulama HLA.
De Souza i sur. pokazali su povezanost povecanog rizika za aloimunizaciju antigenima
D, Ci E iz sustava Rh te antigenom K iz sustava Kell s grupom alela HLA-DRB1*15
[125]. Ujedno je pokazana prezastupljenost grupe alela HLA-DRB1*01 u pacijenata s
protutijelom anti-C te grupe alela HLA-DRB1*12 u pacijenata s protutijelom anti-D.
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| u Hrvatskoj je napravljeno sli¢no istrazivanje s protutijelom anti-Fy? (Raos i sur. [126]),
u kojem je takoder za grupu alela HLA-DRBI1*15 utvrdena znaCajna povezanost s

aloimunizacijom na antigen Fy® iz sustava krvnih grupa Duffy.

1.5.2. Aloprotutijela anti-C, -c, -E, -e

Opcenito su protutijela usmjerena na antigene proteina RhCE vrlo sli¢na protutijelima
anti-D. Naj¢e$ca su razreda IgG, i to podrazreda IgG1, iako su dokazani i ostali podrazredi
(19G2, 1gG3, 1gG4). Ta protutijela uzrokuju ekstravaskularne hemoliticke transfuzijske
reakcije, posebno odgodene [122]. Nakon protutijela anti-D klini¢ki najznacajnije
protutijelo anti-Rh jest anti-c jer moze uzrokovati tezak oblik HBFN-a [127]. Ostala
protutijela anti-Rh rijetko uzrokuju HBFN s ozbiljnom klinickom slikom [122].
Protutijelo anti-E javlja se ¢esce od protutijela anti-C. Za razliku od protutijela usmjerenih
na druge antigene sustava Rh, protutijelo anti-E moze biti i prirodno. Protutijelo anti-e

rijetko je zbog visoke ucestalosti antigena e u populacijama [10].

1.5.3. Klini¢ki sindromi povezani s protutijelom anti-D

Antigen D klinicki je najvazniji eritrocitni antigen nakon antigena A i B iz sustava ABO.
Zbog toga se eritrociti davatelja i primatelja transfuzije krvi testiraju na antigen D. Medu
D-negativnim osobama koje prime D-pozitivne eritrocitne pripravke, izmedu 20 i 30 %
njih imunizira se na antigen D [58,59,128]. Zato se D-negativne osobe ne transfundiraju
D-pozitivnim eritrocitima, osim u hitnim situacijama. To se posebno odnosi na
D-negativne djevojcice i Zene generativne dobi, koje uvijek moraju primiti transfuziju
D-negativnih eritrocita, osim u sluc¢ajevima vitalne transfuzije. Protutijelo anti-D moze
uzrokovati hemoliticke transfuzijske reakcije pa ve¢ imunizirani pacijenti smiju primiti

samo D-negativne eritrocitne pripravke. D-negativni pacijenti na imunosupresivnoj

Prije uvodenja profilakse hiperimunim globulinom HBFN uzrokovan protutijelima
anti-D bio je znacajan uzrok fetalnih i neonatalnih pobola te smrtnosti. Dvadesetak godina
nakon uvodenja profilakse te brojke su se smanjile i do 50 puta. Mehanizam te supresije

Imunosnog sustava protutijelima jos nije istrazen u potpunosti [130].

Sve D-negativne zene nakon poroda D-pozitivnog djeteta moraju unutar 72 sata primiti

hiperimuni imunoglobulin anti-D. Dozu bi trebalo prilagoditi koli¢ini transplacentalnog
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krvarenja. U vecini razvijenih zemalja provodi se antenatalna profilaksa primjenom
hiperimunog imunoglobulina u razdoblju od 28. do 34. gestacijskog tjedna s ciljem
dodatnog smanjenja stope prijeporodajne imunizacije trudnica [131,132].

Prenatalno se ozbiljnost HBFN-a procjenjuje analizom koli¢ine protutijela anti-D,
spektrofotometrijski ili semikvantitativno titrom, odredivanjem podrazreda IgG i njihove
funkcionalne aktivnosti. Podrazredi 1gG1 i 1IgG3 mogu uzrokovati HBFN, a 19G2 i 1gG4
ne mogu [122]. Koristan je i neinvazivni test koji sluzi u prenatalnoj dijagnostici HBFN-a.
Radi se 0 odredivanju fetalnog gena RHD analizom slobodne cirkulirajuée fetalne DNA
(engl. cell-free fetal DNA, cffDNA) iz plazme trudnice, koja ¢ini 3 do 6 % slobodne
cirkuliraju¢e DNA (engl. cell-free DNA, cfDNA) u toj plazmi [132,133].

Globalno postoji nedostatak hiperimunog imunoglobulina anti-D jer se on proizvodi
imunizacijom D-negativnih dobrovoljaca D-pozitivnim eritrocitima. Postoji i eticka
dilema povezana s imunizacijom zdravih osoba injektiranjem nepodudarnih eritrocita.
Tehnologije monoklonskinh i rekombinantnih protutijela koje mogu osigurati
neograni¢ene koli¢ine imunoglobulina proizvodnjom in vitro ¢inile su se obecavajuc¢ima.
Medutim, klini¢ki pokusi razocarali su zato §to su monoklonska protutijela opéenito
manje ucinkovita U uniStavanju D-pozitivnih eritrocita od poliklonskih, s$to je,
najvjerojatnije, posljedica neprirodne glikozilacije molekula monoklonskih protutijela
anti-D [134,135].

Mogu¢i je pristup prevencije HBFN-a i peptidna imunoterapija — imunodominantni
peptidi proteina RhD sluze za stvaranje tolerancije pomo¢nickih limfocita T specifi¢nih
za RhD. Potvrdeno je da ti peptidi induciraju proliferaciju pomo¢nic¢kih limfocita T
aloimuniziranih davatelja krvi in vitro [136]. U humaniziranom misjem modelu produkt
transgena HLA-DRB1*15 pokazao je sposobnost odgovora na imunizaciju pro¢is¢enim
proteinom RhD. Tretiranje tih miSeva peptidima proteina RhD kroz sluznicu nosa dovelo

je do tolerancije spreCavanjem proizvodnje protutijela i aktivacije limfocita T [137].

Ponekad se javljaju neocekivano blagi sluc¢ajevi HBFN-a u RhD pozitivnih fetusa Zena s
protutijelima anti-D koje su u prethodnim trudno¢ama imale HBFN s teskom klinickom
slikom. Jedan od razloga blagog oblika bolesti mogu biti majc¢ina IgG aloprotutijela
anti-HLA koja na fetalnim makrofazima blokiraju Fc receptore, ¢ime §tite imunizirane
fetalne eritrocite od unisStavanja. Protutijela koja blokiraju receptore FcyRI imaju

potencijal za primjenu u lije¢enju HBFN-a [138,139].
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1.5.4. Varijante RHD i transfuzijsko lijecenje

U vezi s odredivanjem antigena D u pacijenata, preporucuje se testiranje direktnom
aglutinacijom dvama razli¢itim monoklonskim protutijelima IgM anti-D [140,141].
Odabrana protutijela trebaju davati negativnu reakciju s parcijalnim antigenima DVI
(produkti alela RHD*06) [10]. Nositelji antigena DVI kao pacijenti se proglasavaju
D-negativnima i primaju transfuziju D-negativnih eritrocita, kako ne bi stvorili protutijela
anti-D, a trudnice trebaju primiti terapiju imunoglobulinom nakon trudnoée s
D-pozitivnim djetetom. Odredivanje slabih antigena D u pacijenata metodom IAT se ne
preporucuje [142]. Zato se pacijenti sa slabom ekspresijom antigena D, ukljucujuci i one
DEL fenotipa, ne otkrivaju te su takoder proglaseni D-negativnima. Ovisno o izboru
testnih seruma, ako se otkriju neki parcijalni antigeni D, pacijenti mogu biti proglaseni
D-pozitivnima, pa se pri transfuziji D-pozitivnih eritrocitnih pripravaka mogu izloziti
riziku imunizacije. Ako se u testiranju antigena D dvama reagensima monoklonskih
protutijela anti-D dobije slaba reakcija (< 2+) ili razli¢ite reakcije, pacijent se smatra
D-negativnim, dok se ne razrijesi uzrok takvog rezultata [10]. Takve nesukladne rezultate
najbolje je razrijesiti molekularnim testiranjem. Utvrdeno je da osobe sa slabim
antigenom D tipova 1, 2, 3, 4.0 i 4.1 stvaraju aloprotutijela anti-D iznimno rijetko, ako
uopée, pa je prema najnovijim smjernicama racionalno te pacijente smatrati
D-pozitivnima, kako bi se saCuvale zalihe D-negativne krvi [143]. Eventualno, zbog
iznimnog opreza trudnice sa slabim D tipa 4.0 mogu se smatrati D-negativnima i mogu
primiti imunoglobulin. Pacijenti s ostalim D-varijantama smatraju se D-negativnima, $to
zbog njihove niske ucestalosti, ne utjeCe znatno na smanjenje zaliha rjede dostupne
D-negativne krvi [10,143].

U vezi s davateljima krvi, eritrociti koji mogu imunizirati D-negativnog pacijenta,
odnosno potaknuti stvaranje protutijela anti-D, moraju se oznaciti kao D-pozitivni [10].
Zbog toga se upotrebljavaju reagensi koji u direktnoj aglutinaciji moraju dati pozitivnu
reakciju najmanje s antigenom DVI (produktom alela RHD*06) i veéinom drugih
D-varijanti, kako potencijalno ne bi doslo do imunizacije D-negativnih pacijenata
transfuzijom takvih krvnih pripravaka [144]. Osobe s antigenom DVI zato su oznacene
D-pozitivne kao davatelji krvi, a D-negativne kao pacijenti. Svi RhD negativni davatelji
krvi u direktnim tehnikama, radi potencijalnog otkrivanja ostalih varijanti antigena D,
moraju biti testirani u indirektnom antiglobulinskom testu, $to je i obaveza prema

hrvatskim preporukama [10,144].
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Ostaje problem dokaza onih D-varijanti, koje se ne mogu odrediti aglutinacijskim
testovima, poput D-varijanti DEL fenotipa, ¢ak ni u indirektnom antiglobulinskom testu
(IAT). U literaturi je dokumentirano da DEL [145,146] i druge slabe D-varijante
[78,147,148] mogu uzrokovati imunizaciju D-negativnih pacijenata. Zato se u nekim
transfuzijskim centrima, u ¢emu prednjace dijelovi Europe, uvodi probir seroloski RhD
negativnih davatelja na RHD, kako bi se izbjegla transfuzija eritrocita DEL fenotipa
pacijentima koji su zaista RhD negativni. Buduéi da su DEL aleli RHD najcesce
haplotipski vezani uz alele RHCE*02 (*Ce) ili RHCE*03 (*cE), neki transfuzijski centri
u lijeenju RhD negativnih pacijenata, osobito djevoj¢ica i zena u generativnoj dobi,

primjenjuju eritrocitne pripravke isklju¢ivo fenotipa dccee [89,149-151].
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2. CILJEVIISTRAZIVANJA

Ciljevi istrazivanja sustava Rh u populaciji seroloski RhD negativnih davatelja krvi
sjeverozapadne Hrvatske bili su sljedeci:

1. opisati varijante gena sustava Rh u ispitivanoj populaciji i odrediti njihovu ucestalost
2. odrediti haplotipove i genotipove RHD-RHCE u pojedinog ispitanika i odrediti njihovu
ucestalost

3. usporediti rezultate ovog istrazivanja s dostupnim podacima iz Hrvatske i drugih
populacija

4. objasniti proturjecne rezultate seroloskih i molekularnih metoda u imunohematoloskoj
dijagnostici sustava Rh, §to ¢e doprinijeti poboljSanju sigurnosti transfuzije krvnih
pripravaka (sprecavanje imunizacije primatelja)

5. na temelju rezultata istrazivanja predloziti algoritam uvodenja molekularnih metoda u

rutinsko testiranje davatelja krvi.

Osnovna hipoteza ovog istrazivanja bila je da ¢e se u populaciji seroloski RhD negativnih
davatelja krvi molekularnim metodama utvrditi prisutnost odredenih varijanti gena RHD.
Ocekivalo se da utvrdeni alel RHD u pojedinog ispitanika pripada skupini alela koji
kodiraju DEL ili RhD negativan fenotip. Sekundarna hipoteza bila je da ¢e vjerojatnost
pronalaska varijanti gena RHD, kao i njihova ucestalost u ispitivanoj populaciji, biti
znatno manja u ispitanika homozigota za alel RHCE*01 od one u ispitanika koji imaju
neki od ostalih alela RHCE (RHCE*02, *03 i *04). Pretpostavljeno je da ¢e prisutnost

varijanti gena RHD biti dokazana u manje od 1 % ispitivane populacije.
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3. ISPITANICI, MATERIJALI | METODE

3.1. Ispitanici

Ispitanici u ovom istrazivanju bili su dobrovoljni davatelji krvi koji Zive na podrucju
sjeverozapadne Hrvatske, u Medimurskoj i Varazdinskoj zupaniji (Slika 11). Krv su
darovali u okviru akcija u organizaciji Odjela za transfuzijsku medicinu Opcée bolnice
Varazdin u razdoblju od gotovo dvije godine, izmedu svibnja 2017. i ozujka 2019. godine.
U ovom prospektivnom istrazivanju sudjelovalo je ukupno 704 nesrodnih ispitanika,
nasumi¢no odabranih iz skupine RhD negativnih davatelja krvi u rutinskom seroloSkom
testiranju. Testiranje na RhD je zakonska obveza za uzorke svih davatelja krvi u
Hrvatskoj, uz odredivanje antigena sustava ABO (Zakon o krvi i krvnim pripravcima,
NN79/06, ¢l. 15 te Pravilnik o osiguranju kvalitete krvi i krvnih pripravaka u
zdravstvenim ustanovama, NN91/19, ¢l. 21) pa nije bio potreban dodatni informirani
pristanak ispitanika [152,153].

Istrazivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Opce bolnice Varazdin, Odlukom o davanju

suglasnosti, broj: 02/1-91/97-2020 od 15. travnja 2020. godine.

Ispitanicima je uzet uzorak periferne krvi s antikoagulansom K2EDTA volumena 6 ml.
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Slika 11. Zemljopisni polozaj sjeverozapadne Hrvatske (Medimurska i VaraZdinska Zupanija). Karta
preuzeta s google.com/maps, modificirana prema Uvjetima pruzanja usluge Google.
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3.2. Plan istrazivanja

Pocetno odredivanje antigena D bilo je serolosko testiranje prema nacionalnim
preporukama: svi uzorci testirani su metodama direktne aglutinacije, a negativni dodatno
i u indirektnom antiglobulinskom testu [144]. U ovo istrazivanje ukljuc¢eni SU Samo uzorci
¢iji je rezultat u oba testa bio RhD negativan. Seroloski je svima odreden i Rh-fenotip,
odnosno odredivanje antigena C, c, E i e. Rezultat u tom testu bio je kriterij odabira

algoritma za molekularno testiranje u nastavku istrazivanja.

Plan istrazivanja prikazan je na Slici 12.

SEROLOSKO
ALGORITAM 1 TESTIRANJE ALGORITAM 2 RHCE*Ce RHCE*02
RHCE*cE RHCE*03
RHCE*01 RHCE*ce ccee C+ i/ili E+ RHCE*CE RHCE*04
—_— ] — —_— —_— —_— —_— —_— —_— —_— /! —_— —_— —_— —_— —_— —_— —_—— —_— —_— —— —_— -
qPCR molekularni probir qPCR RHCE (potvrda), RHD (egzoni),
egzoni RHD 3, 5, 10 kliniéki najznacajniji slabi RHD
sva tri egz_ona RHD neki od eg?ona RHD opis varijante gena RHD nepodudarni rezultati
negativna pozitivan
DNA PCR-SSP zigotnost RHD
TESTIRANJE sekvenciranje DNA
I
RHD negativan opis varijante gena RHD
genotip dce/dce odredivanje Rh-fenotipa/genotipa

Slika 12. Plan istrazivanja alela sustava Rh u populaciji seroloSki RhD negativnih davatelja krvi
sjeverozapadne Hrvatske.
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3.3. Serolosko testiranje uzoraka

Serolosko odredivanje Rh-fenotipa napravljeno je u Laboratoriju za imunohematolosko
testiranje davatelja krvi Odjela za transfuzijsku medicinu Op¢e bolnice Varazdin u skladu
s nacionalnim preporukama [144]. Uzorak za testiranje uzet je u tijeku postupka davanja
krvi u epruvetu s antikoagulansom EDTA, a samo testiranje provedeno je unutar 24 sata

od uzimanja Krvi.

3.3.1. Direktno odredivanje antigena D tehnikom u mikrokartici

Antigen D odredivao se direktnom aglutinacijom tehnologijom gel-mikrokartice
(Bio-Rad Laboratories, SAD). Svim davateljima pri prvom davanju krvi odredena je
krvna grupa u duplikatu iz dva neovisna uzorka s dvije vrste mikrokartica: ID-Card
DiaClon ABO/D + Reverse Grouping (Bio-Rad Laboratories) [154] i ID-Card DiaClon
ABD-Confirmation for Donors (Bio-Rad Laboratories) [155]. Kartice unutar
gel-matriksa sadrze monoklonska protutijela. U prvoj mikrokartici nalazi se testni reagens
monoklonsko protutijelo anti-D koje ne reagira s parcijalnim antigenom D kategorije VI
(stani¢ne linije LHMS9/20 (LDM3) i 175-2). U drugoj je Kkartici test reagens
monoklonsko protutijelo anti-D razli¢ito od prvog, koje otkriva parcijalni antigen D
kategorije VI (stani¢ne linije ESD-1M i 175-2). Ako je na eritrocitima prisutan antigen
D, ovisno o koli¢ini antigena, eritrociti ostaju na vrhu gel-matriksa (rezultat 4+) ili se
rasporede unutar njega (rezultat 1+ do 3+). Ako na eritrocitnima nema antigena D,
eritrociti nakon centrifugiranja sedimentiraju na dno mikrostupca (rezultat 0). Primjer

rezultata odredivanja antigena D davatelja krvi u mikrokarticama je na Slici 13.
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Slika 13. Primjer rezultata seroloskog testiranja davatelja krvi: (A) Test koji ne otkriva antigen DVI
(uzorak RhD negativan), izvor [156], (B) Test koji otkriva antigen DVI (lijevi uzorak RhD negativan,
desni uzorak RhD pozitivan), izvor [157].
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Krvna grupa ispitanika odredena je poluautomatskom metodom uz odgovaraju¢u opremu
i mikrokartice prema uputi proizvodaca (sve Bio-Rad Laboratories). Za pripremu 5 %-tne
suspenzije ispitivanih stanica i pipetiranje upotrijebljen je pipetor ID Sampler Il F.
Suspenzija eritrocita napravljena je uz 0,5 ml ID Diluent 2, modificiranu otopinu niske
ionske jakosti (LISS, engl. low ionic salt solution), te 50 ul pune krvi ili 25 ul sedimenta
eritrocita. Kartice su zatim centrifugirane pri sobnoj temperaturi (18 do 25 °C) po
10 minuta u centrifugi ID-Centrifuge 24 S pri 910 rpm (85 rcf). Rezultati su ocitani u
Citacu kartica Saxo ID-Reader. Nakon validacije pozitivni rezultati obaju testova
ispitanika automatski su preneseni u informaticku bazu podataka. Negativni rezultati bili
su dodatno ispitani u IAT-u. Tablica 4 sadrzi nacin interpretacije rezultata ovih testova
[154,155]. Algoritam interpretacije rezultata antigena D u mikrokartici davatelja krvi po

nacionalnim preporukama je na Slici 14 [144].

Tablica 4. Interpretacija rezultata odredivanja RhD u mikrokarticama pri odredivanju krvne grupe.

Rezultat RhD Interpretacija
Anti-DVI + anti-DVI —
3+ do 4+ 3+ do 4+ RhD pozitivan
+ do 2+ +do 2+ Slabi antigen D
Negativan Negativan RhD negativan *
1+ do 3+ Negativan D-varijanta — vjerojatno DVI
Negativan 1+ do 3+ D-varijanta — osim DVI

* Slabi antigeni D mogu dati slabu ili negativnu reakciju, pa u davatelja krvi sve negativne rezultate treba testirati u IAT-u.

TEST 1 tehnika u mikrokartici (moncklonski reagensi stanicnin linija IgM (otkrivaju antigen DVI - odluka voditelja)
TEST 2 tehnika v mikrokartici (moncklonski reagensi razlititin stani¢nih linija Ighl u odnosu na test 1)

Obavezna j laclna semluska Jatina serologke reakcije

reakcije za d g

rezultata anugena slabih D antigene slabih D
TEST1 TEST 2 OAD':‘TEIEEN'?:‘I;E REZULTAT
tehnika u tehnika u MIKROMETODOM U R e
mikrokartici mikrokartici IAT-u

vizualna interpretacija vizualna interpretacija

|merp retacija uredaja |||Ierp retacija uredaja

"Bgama“ RhD negativan NALAZ
RhD neg

molekularnom metodom
odreden alel RHD
za antigen slabog D
tipad,2ili3
DDK je i kao primatelj
RhD poz

}_.{..E
}—.{..E

antigen slabog
fenotipa D

7ili poz “ do 2+ 2ili poz

= [ = H prPeT
fenotipa D
NAPOMENA:
i Jab Antigen slabog fenotipa D
poz o 1 H ‘ pozdo 14 H DO e Ko primatel
RhD neg
osim ako je

poz
1+ do 2+

Slika 14. Algoritam testiranja antigena D. Uzorci u ovom istrazivanju slijede zeleno obojeni tijek
testiranja. Preuzeto i prilagodeno prema [144].
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3.3.2. Odredivanje antigena D u indirektnom antiglobulinskom testu

Ispitanicima koji su u oba direktna testa s reagensima anti-D bili negativni, prisutnost
antigena D na eritrocitima ispitao se u IAT-u, kojim se mogu dokazati slabi fenotipovi
antigena D. Za IAT je upotrebljavan anti-D reagens NOVACLONE™ Anti-D IgM + IgG
Monoclonal Blend (Immucor, SAD). Davatelji krvi kojima je u IAT-u dokazan antigen D
jesu RhD pozitivni. Davatelji krvi kojima u IAT-u nije dokazan antigen D jesu RhD
negativni i njihovi uzorci time su zadovoljili glavni uvjet za uklju¢ivanje u populaciju

ispitanika u ovom istrazivanju.

3.3.3. Odredivanje antigena C,c,Eie

Antigeni C, c, E i e bili su odredeni metodom aglutinacije u mikrotitarskoj plo¢i testom
DiaMed-MP Test C, ¢, E, e, K, uz dodatne reagense i uredaje (sve Bio-Rad Laboratories)
[158]. Test se radio u barkodiranim mikroplo¢ama od 96 jazica. Svaka plo¢a dovoljna je
za 16 testiranja (za svaki test potrebno je Sest jazica). U jaZicama se nalaze protutijela:
anti-C (stani¢na linija MS-24), anti-c¢ (stani¢na linija MS-33), anti-E (stani¢na linija
MS-260), anti-e (stani¢na linija MS-63), anti-K (stani¢na linija MS-56) kao i negativna
kontrola (pufer bez protutijela). Od dodatnih reagenasa potreban je ID-Diluent 1,
modificirana enzimatska otopina (bromelain) za suspenzije eritrocita. Za pripremu uzorka
napravljena je 0,8 %-tna suspenzija eritrocita u ID-Diluentu 1 pipetiranjem 1,0 ml
ID-Diluenta 1 u €istu staklenu epruvetu te dodavanjem 20 pl pune krvi ili 10 pl sedimenta
eritrocita. U odgovarajuce jazice na mikroplo¢i pipetirano je po 50 ul suspenzije
eritrocita. Mikroploca je bila inkubirana 10 do 15 minuta pri sobnoj temperaturi (18 do
25 °C) te centrifugirana 90 sekundi pri 900 rpm (85 rcf) u centrifugi DiaCent-MP 2
Centrifuge, takoder pri sobnoj temperaturi (18 do 25 °C).

Interpretacija rezultata pociva na principu da slaba ili jaka pozitivna reakcija pokazuje
prisutnost odgovarajueg antigena. Jako pozitivna reakcija ocituje se u potpunoj
aglutinaciji ili 2 — 3 aglutinata skupljena na dnu jazice. Slabo pozitivnu reakciju
karakterizira prisutnost malih aglutinata na dnu jaZice i ¢esto brojnih slobodnih stanica u
suspenziji. Negativnu reakciju definira odsutnost vidljive aglutinacije, Sto ukazuje da nije

doslo do reakcije izmedu antigena i reagensa (protutijela).
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3.4. Molekularno testiranje uzoraka

Molekularno testiranje uzoraka ispitanika napravljeno je u Klinickom zavodu za
transfuzijsku medicinu i transplantacijsku biologiju Klinickog bolnickog centra Zagreb.
S obzirom na dostupne podatke iz literature o razliCitoj vjerojatnosti utvrdivanja neke
varijante gena RHD, ovisno o prisutnim alelima RHCE u pojedine osobe [87,96],
testiranje uzoraka populacije koja je zadovoljila pocetni kriterij (negativan rezultat u

seroloskom odredivanju RhD), nastavilo se slijede¢i dva algoritma, ovisno o Rh-fenotipu.

Algoritam 1
Molekularnim (DNA) probirom (engl. screening), testom za detekciju egzona 3 ili 5 te

10 gena RHD metodom qPCR zapocelo je testiranje onih uzoraka kojima je seroloski
utvrdena prisutnost iskljucivo antigena c i e na proteinu RhCE (produktu alela RHCE*01
odnosno RHCE*ce), dakle isklju¢ivo homozigota RHCE*01,*01.

Za uzorke s jasno negativnim rezultatom svih triju ispitivanih egzona RHD utvrden je
konacan rezultat RHD negativan. Za uzorke s pozitivnim rezultatom ili ponovljeno
potvrdenom sumnjom na pozitivan rezultat bilo kojeg od egzona 3 ili 5 te 10 gena RHD

u probirnom testiranju, testiranje se nastavlja po algoritmu 2.

Algoritam 2

Svi uzorci u kojima je seroloski utvrdena prisutnost antigena C 1/ili E na proteinu RhCE,
kao i eventualni pozitivni rezultati probira za gen RHD u homozigota RHCE*01,*01 (po
algoritmu 1), testirani su razli¢itim spektrom testova i metoda (qPCR, PCR-SSP,
sekvenciranje DNApo Sangeru, test adsorpcije i elucije).

Ispitanici sa seroloski odredenim antigenom C i/ili E mogu biti ili homozigoti za alele
RHCE*02, *03 i *04; ili neka kombinacija tih alela u heterozigota (kao RHCE*02,*03);
ili heterozigotna kombinacija nekog od tih alela s alelom RHCE*01 (kao RHCE*01,*02).
Svi uzorci ispitanika takve genske strukture nisu bili testirani probirnim testom za
detekciju triju egzona RHD kojim je napravljen probir homozigota RHCE*01,*01
(algoritam 1). Testiranje po algoritmu 2 napravljeno je najprije metodom gPCR, testom
koji odreduje polimorfizme karakteristi¢ne za svaki egzon gena RHD (0sim egzona 8),
polimorfizme odgovorne za ekspresiju klini¢ki najznacajnijih parcijalnih i slabih antigena
D te polimorfizme u genu RHCE koji kodiraju antigene C, ¢, E i e.

U svim uzorcima u kojima je utvrden polimorfizam karakteristican za neki od egzona

RHD dodatno je molekularnim testiranjem odredena zigotnost lokusa RHD metodom
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PCR-SSP te slijed nukleotida svakog egzona RHD metodom sekvenciranja DNA po
Sangeru (dideoksi-metodom). Naknadno se svim takvim uzorcima provjerila i prisutnost
proteina RhD ili njegovih epitopa na eritrocitima ispitanika seroloSkom metodom

adsorpcije i elucije.

3.4.1. lzolacija DNA

Pocetni materijal za analizu gena RHD i RHCE bila je ljudska genomska DNA izolirana
iz uzorka pune krvi svakog ispitanika. DNA je izolirana dvjema jednakovrijednim
metodama, automatiziranom i ru¢nom. Validirane su dobivanjem jednakog rezultata u
testu za proSirenu tipizaciju alela sustava Rh metodom gPCR iz istog uzorka krvi RHD
pozitivne osobe. Koncentracija pojedinih uzoraka DNA u ovom istrazivanju nije
odredivana. Izracuni za pipetiranje reagenasa napravljeni su s radnom pretpostavkom da
je koncentracija DNA oko 30 ng/ul, na temelju ranijih validacija ovih metoda. Volumen
izolirane DNA bio je 200 pl.

3.4.1.1. Automatizirana izolacija DNA

Automatizirana metoda s magnetnim mikrosferama napravljena je u aparatu MagNA Pure
LC 2.0 uz komercijalni set MagNA Pure LC DNA Isolation Kit, za izolaciju genomske
DNA iz pune krvi, krvnih stanica ili kulture stanica, prema uputama proizvodaca (Roche
Diagnostics, Njemacka) [159]. Automatizirani SU postupci sljedeéi: prvo se liziraju
stanice krvi, §to oslobada DNA iz limfocita. Zatim se puferom s kaotropnim solima, koje
razaraju hidrofobne interakcije, denaturiraju oslobodene nukleaze. Nakon dodavanja
proteinaze K slijedi digestija oslobodenih stani¢nih proteina. Zatim se dodaju Cestice
magnetnog stakla (engl. magnetic glass particles, MGPs) na ¢iju se silikatnu povrsinu
veze negativno nabijena DNA, koje se magnetom odvoje od ostatka liziranog uzorka.
Slijedi nekoliko koraka ispiranja radi smanjenja koncentracije kaotropnih soli i odvajanja
ostataka stani¢nih membrana i eventualnih inhibitora PCR reakcije. Proc¢is¢ena DNA

eluira se s Cestica magnetnog stakla elucijskim puferom.

3.4.1.2. lzolacija DNA na kolonama s centrifugiranjem

Rucna metoda na kolonama s centrifugiranjem napravljena je komercijalnim setom
Ready DNA Isolation Spin Kit, prema uputama proizvodaca (Inno-train Diagnostik,
Njemacka) [160]. Ta se metoda koristi svojstvom adsorpcije DNA u prisutnosti visokih

koncentracija kaotropnih soli na povrSinu silicijevog(lV) oksida (SiO.). Stanice
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(limfociti) liziraju se otopinom za liziranje koja sadrzi kaotropnu sol, proteazu te
RNazu A. Zatim se lizat s DNA oslobodenom iz stanica adsorbira na kolonu s filterom
SiO2 koji zadrzava DNA, a propusta ostali sadrzaj. DNA se eluira u destiliranoj vodi bez

nukleaza ili puferu s malom koncentracijom soli, na primjer 10mM TE pufer.

3.4.2. PCR u stvarnom vremenu — tehnologija FluoGene

Tehnologija FluoGene (Inno-train Diagnostik) nadogradnja je izvorne metode PCR-SSP
u PCR u stvarnom vremenu (qPCR) [161]. Koristi se posebno promijenjenim TagMan
probama, hidrolitickim probama kojima se poveéava specificnost PCR reakcije
(Slika 15). TagMan probe su oligonukleotidne probe komplementarne odredenom
specificnom slijedu nukleotida u DNA [162]. Svaku probu moguce je konjugirati
razli¢itim fluorokromom, pa u jednoj reakcijskoj smjesi moze biti vise hidrolitickih proba
obiljezenih razli¢itim fluorokromima. Time se omogucuje odredivanje puno veéeg broja

polimorfizama u odredenom broju jaZica, nego klasicnom metodom PCR [163].

TagMan proba
prigusivac
oletnica
P 2 > Z 3 ,
5 = —_— 3 !
4 5)
3 e
pocetnica
z g fluorokrom 2
prigusivac
hidrolizirana u fluorokrom 3

TagMan proba

/=>=\ X

5’ 3

Slika 15. Princip tehnologije FluoGene (qPCR). Crne linije oznaCavaju lance kalupa DNA za
amplifikaciju. Crvena linija prikazuje novosintetiziranu DNA. Zelena je linija TagMan proba izvorno
vezana na jedan lanac kalupa DNA. Izvor [163].

Svaka intaktna oligonukleotidna proba na svojem 5'-kraju ima konjugirani fluorokrom.
Na 3'-kraju je prigusiva¢ (engl. quencher) koji apsorpcijom prigusuje emisiju
fluorescencije fluorokroma kad su obje molekule stericki blizu, na primjer kad su obje
vezane na oligonukleotid. Prigusivanje fluorescencije posljedica je Forsterova prijenosa
rezonantne energije (engl. Forster resonance energy transfer, FRET) [164]. Na niZoj se
temperaturi na kalup DNA vezu i pocetnice i hidroliticke probe. Pove¢anjem temperature
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potice se 5'—3' DNA-ovisna DNA-polimerazna aktivnost Taq polimeraze koja
omogucuje replikaciju DNA i stvaranje amplikona. Dolaskom do hibridizirane
komplementarne oligonukleotidne probe Taq polimeraza pokazuje 5'—3' egzonukleaznu
aktivnost te hidrolizira po jedan nukleotid probe. Nukleotide oslobada u otopinu i
nastavlja s polimeraznom aktivno$¢u. U tom se procesu fluorokrom i prigusivac oslobode
u otopinu te viSe nisu stericki blizu. Fluorokrom tada slobodno emitira fluorescenciju ¢iji
se intenzitet mjeri detektorom i proporcionalan je broju molekula novosintetizirane DNA.
Ako se oligonukleotidna proba zbog nekomplementarnih sekvenci ne moze vezati na
kalup DNA pa ne dolazi do PCR reakcije, odnosno nema sinteze DNA, fluorokrom se ne
moze otpustiti u otopinu i ne moze slobodno emitirati fluorescenciju. U metodi qPCR
intenzitet fluorescencije mjeri se na kraju svakog PCR ciklusa, §to omogucuje graficki

prikaz u programu te pracenje u stvarnom vremenu odvijanja PCR reakcije.

Testovi FluoGene validirani su za rad u qPCR uredaju FluoQube (Inno-train Diagnostik).
Za evaluaciju rezultata upotrebljavaju se dva racunalna programa. Prvi je qPCRsoft
(Analytik Jena, Njemacka), pogonski program FluoQube aparata, a drugi je FluoGene
Software (Inno-train Diagnostik), kratice FGSW, program za analizu rezultata testova
FluoGene. U ovom istrazivanju upotrebljavao se program qPCRsoft verzije 3.4, a za

evaluaciju rezultata testiranja program FGSW verzije 1.6.2.3.

Nakon zavrSetka testiranja metodom qPCR podaci se iz programa qPCRsoft integriranim
programom prevode i ué¢itavaju u FGSW. Baze alela sustava krvnih grupa povremeno se
azuriraju, pri otkrivanju pojedinih alela ili kad se pokaze potreba za njihovom detekcijom
u ve¢em broju populacija. Pri svakoj promjeni baza alela, a prije pocetka analize rezultata

u FGSW-u, potrebno je ucitati datoteke S najnovijim bazama alela.

Princip interpretacije rezultata u FGSW-u podjednak je za sve testove RBC-FluoGene
(RBC, engl. red blood cell, eritrocit). Svaka serija testova ima svoju datoteku s
algoritmom interpretacije (prilozi 1 i 2) te se u¢itava u FGSW prije pocetka analize novom
serijom testova. Uz zadovoljene kriterije kontrole kvalitete i bez sumnjivih reakcija
program automatski utvrduje rezultat testiranja svakog ispitivanog lokusa. Polimorfizmi
u ispitivanom uzorku DNA prikazani su ispod rezultata. Odredeni alel dokazuje se
pozitivnom reakcijom u jednoj ili vise jazica na PCR plocici, ovisno o tome koja je
kombinacija pocetnica i oligonukleotidnih proba prisutna u pojedinoj jazici prema

algoritmu interpretacije. Reakcija u jazici je pozitivna ako je tzv. Q-vrijednost (engl.
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Q-value) veca od grani¢ne vrijednosti (engl. cut-off) koju definira proizvoda¢ za svaki par
pocetnica i proba u svakoj seriji testova. To¢an nacin izra¢una Q-vrijednosti poslovna je
tajna proizvodaca, a ovisi o Ct-vrijednosti pojedine reakcije i nagibu reakcijske krivulje
te reakcije. U FGSW-u postoji grafi¢ki prikaz reaktivnosti svih parova pocetnica i proba
u odnosu na odgovarajucu grani¢nu vrijednost. Prikazana je i reaktivnost interne kontrole,
koja mora biti pozitivna u svim reakcijama u kojima specificni par pocetnice i probe (&iji
broj ovisi o testu koji se radi) ima negativnu reakciju (Q-vrijednost ispod grani¢ne
vrijednosti). Taj je uvjet kontrola kvalitete PCR reakcija u svakoj jazici za pouzdanost
dobivenog rezultata, uz uvjet da je negativna kontrolna jaZica prisutna na svakoj PCR
plocici zaista negativna (Q-vrijednost ispod grani¢ne vrijednosti) kao kontrola
kontaminacije PCR plocice. U probirnim testovima jedna specifi¢na jazica za uzorak sluzi

kao negativna kontrolna jazica.

3.4.3. Testovi RBC-FluoGene

U pakiranjima svih testova RBC-FluoGene nalaze se PCR plocice s prealikvotiranim i
osusenim mjeSavinama pocetnica i oligonukleotidnih proba oznacenih fluorokromima
[163]. U svakoj jazici PCR plocice je reakcijska smjesa za odvijanje multipleks PCR
reakcije (jedan ili nekoliko parova pocetnica te dvije ili tri oligonukleotidne probe s
fluorokromima):
a) fluorokrom 1 — proba specificna za odredeni polimorfizam karakteristiCan za
pojedini alel ili varijantu
b) fluorokrom 2 — proba specifi¢na za gen ljudskog hormona rasta, HGH (engl.
human growth hormone), koji je interna kontrola PCR reakcija
c) fluorokrom 3 —samo u pojedinim reakcijama, vezan za dodatnu probu specifi¢nu
za dodatni polimorfizam karakteristican za pojedini alel ili varijantu
Ostali reagensi potrebni za pripremu amplifikacije, PCR pufer s ionima Mg?,
deoksiribonukleotid-trifosfati (dNTP-ovi) te Taq polimeraza, izmijesani su i Spremni za
upotrebu te alikvotirani za pojedinacno testiranje u FluoMix. Za svaki test uzima se po

jedna PCR plogica i bo¢ica FluoMixa [163].

Princip pripreme PCR plocice jednak je za sve testove RBC-FluoGene. Nakon otapanja
PCR plocice i bocice FluoMixa prethodno pohranjenih u zamrzivacu na -20 °C te uzoraka
DNA ispitanika, najprije je u negativnu kontrolnu jazicu pipetiran FluoMix (7,5 ul) te je

dodano i 7,5 ul deionizirane vode. Zatim je u ostatak FluoMixa dodana DNA
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koncentracije 1 ng/ul (£50 %), ¢iji volumen ovisi o testu koji se radi. Nakon mijeSanja
FluoMixa i DNA po 15 pl alikvota pipetirano je u svaku specifi¢nu jazicu na PCR plo¢ici.
Broj specifi¢nih reakcija ovisi o testu koji se radi. Plocica je na kraju prekrivena
prozirnom opti¢kom folijom radi spre¢avanja evaporacije reakcijske smjese i DNA iz
jazica tijekom PCR reakcije, a istovremeno omogucavaju¢i mjerenje intenziteta

fluorescencije detektorima uredaja FluoQube.

Protokol PCR reakcija jednak je za sve testove RBC-FluoGene:
e pocetna denaturacija — 96 °C, 2 minute;
e 40 ciklusa:
o denaturacija— 96 °C, 15 sekundi;
o hibridizacija i elongacija — 60 °C, 49 sekundi.
Po zavrSetku elongacijskog koraka svakog od 40 ciklusa PCR reakcije, mjeren je
intenzitet fluorescencije u detektorima:
e “blue” — ekscitacija 470 nm, detekcija 520 nm — fluorokrom FAM
e “green” — ekscitacija 515 nm, detekcija 545 nm — fluorokrom JOE
e “orange” — ekscitacija 565 nm, detekcija 605 nm — fluorokrom ROX
Brzina promjene temperature (engl. ramp speed) izmedu pojedinih koraka protokola PCR
reakcija mora biti 1,5 °C/s. Po zavrsetku PCR reakcija, u pravilu za sat vremena, rezultati
su spremni za automatsko ucitavanje u FGSW za analizu rezultata. Nakon pregleda i

interpretacije rezultata te njihove verifikacije u FGSW-u testiranje je zavrseno.

3.4.3.1. Probirni test za RHD

Probirni test za molekularnu potvrdu seroloski RhD negativnih uzoraka fenotipa ccee
prema algoritmu 1 plana istrazivanja bio je RBC-FluoGene D-Screen. Tim se testom
paralelno trima istovremenim PCR reakcijama odreduju polimorfizmi karakteristi¢ni za
tri egzona gena RHD prema slijedu nukleotida u alelu RHD*01 (opis u Prilogu 1). Egzoni
3, 5110 gena RHD odabrani su kako bi tim probirnim testom bilo moguée detektirati Sto
veéi broj alela RHD [60,76]. Pritom je oligonukleotidna proba za SNV egzona 10
oznacena fluorokromom 1, a obje probe za SNV egzona 3 i 5 oznacene su jednakim
fluorokromom 2, pa nije moguce razlikovati reaktivnosti egzona 3 i 5. Proba za internu
kontrolu (HGH) oznacena je fluorokromom 3 [163]. Prema algoritmu testiranja, utvrdi li
se probirnim testom pozitivna reakcija bilo kojeg od triju egzona gena RHD, uzorak se

dodatno testira radi definiranja alela RHD.
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3.4.3.2. Test za proSirenu tipizaciju alela sustava Rh
RBC-FluoGene CDE eXtend bio je prvi test prema algoritmu 2 plana istrazivanja. Popis

alela i karakteristi¢nih polimorfizama koji se mogu odrediti nalazi se u Prilogu 2.
Test ima viSe karakteristi¢nih parova pocetnica i proba, sa sljede¢im funkcijama:

A) odredivanje polimorfizama u genu RHCE

Potvrduje polimorfizme koji kodiraju antigene C, ¢, E i e. Osim njih, ovdje se nalaze i
probe za SNV u alelima RHCE: ¢.122A>G (za alele RHCE*02.08 koji kodiraju antigen
C%), ¢.733C>G, ¢.1006G>T. Isticu se i probe za definiranje sekvence alela RHCE na
poziciji ¢.48: ¢.48G i ¢.48G>C.

Glavni aleli gena RHCE ne mogu biti eksplicitan rezultat testiranja metodom gPCR. O
njihovoj prisutnosti moze se zakljuciti dedukcijom ili na temelju dobivenih rezultata
seroloSkog testiranja ili rezultata molekularnog testiranja polimorfizama odgovornih za
ekspresiju antigena na proteinu RhCE (C, c, E, e) i njima definiranog Rh-fenotipa te
posljedi¢no 1 genotip(ov)a koji kodira(ju) ekspresiju pojedinog fenotipa. U situaciji kad
ne postoji bijektivan odnos izmedu genotipa RHCE i fenotipa (koji postoji za ve¢inu RhD
negativnih fenotipova), za rutinsko odredivanje alela gena RHCE u transfuzijskoj je
medicini uobicajen postupak upotrebljavati podatke o ucestalosti genotipova RHCE, koji
su u literaturi najces¢e navedeni kao ucestalost haplotipova gena RHCE s genom RHD
(Tablica 3).

B) odredivanje polimorfizama u genu RHD

Ova skupina reakcija se zbog lakse interpretacije rezultata dijeli u tri podskupine:

1. reakcije za specifi¢no odredivanje karakteristi¢nih polimorfizama pojedinih

egzona RHD, za $to u testu postoje tri ,,bloka* reakcija:

a. Odredivanje specifi¢nih polimorfizama u slijedu nukleotida alela RHD*01
unutar svakog od deset egzona RHD (osim egzona 8, unutar kojeg je
polimorfnost u odnosu na RHCE minimalna [60]). Takva konfiguracija
namijenjena je i otkrivanju hibridnih alela u sustavu Rh, a test daje
informaciju o tome koji egzoni u njima potjec¢u od gena RHD. U ovom bloku
testira se i polimorfizam za alel RHD*08N.01 (RHD*¥) [94], relativno Cest
u RhD negativnih osoba africkog porijekla.

b. DAU-polimorfizam, aleli skupine RHD*10, koje sve Kkarakterizira

c.1136C>T u egzonu 8. Ovaj blok reakcija ukljucuje polispecificnu
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DAU-probu za ¢.1136C>T (time i sve podtipove alela RHD*10), specifi¢ne
probe za RHD*10.01 (DAU1), dvije polispecifi¢ne probe za polimorfizme u
RHD*10.02 (DAUZ2) / *.06 (DAUS) / *.07 (DAU7) te RHD*10.03 (DAU3) /
*.07 (DAU7) / *.11 (DAU11).

Tzv. CATPA blok (engl. categories and partials block). Parcijalni antigeni D
nekad su bili podijeljeni u kategorije (danas se to smatra arhaizmom). Aleli
onih parcijalnih antigena D ¢ija je molekularna osnova SNV (poput alela
skupine RHD*07) ne mogu biti otkriveni karakteristi¢énim polimorfizmima za
egzone RHD. Zbog toga se u CATPA bloku odreduju specifi¢ni polimorfizmi
odredenih alela RHD. Primjer je parcijalni antigen DNB, kodiran alelom
RHD*25 (RHD*DNB), koji se od RHD*01 razlikuje u samo jednom SNV-u,
€.1063 G>A (p.Gly355Ser) u egzonu 7 gena RHD [92].

reakcije za specifi¢no odredivanje alela fenotipa slabog D. Testom se definiraju

najées¢i aleli fenotipa slabog D u populacijama europskog porijekla, oni za slabi
D tipova 1, 213 (RHD*01W.1, *01W.2, *01W.3), parcijalni aleli RHD sa slabom
ekspresijom (RHD*15 i *11 u haplotipu cDe), globalno naj¢es¢i DEL aleli
(RHD*01EL.01, *01EL.08 i *11 u haplotipu CDe) i neki rjedi aleli.

reakcije za nespecifi¢nu potvrdu varijanti gena RHD (Tablica 5). Ovo je klinic¢ki

najvaznija karakteristika testa, jer omogucuje potvrdu alela RHD i onda kad se

kombinacijom ostalih reakcija ne moze to¢no specificirati o kojem se alelu radi.

a.

Probama ,,non-DAU* odreduje se divlji tip sekvence c.1136C, prisutan u
svim do danas opisanim alelima RHD koji ne pripadaju grupi DAU [60].
Time se omogucuje potvrda prisutnosti bilo kojeg alela RHD izvan
DAU-alela. To vrijedi i za jos neopisane alele RHD, u rezultatu kojih se
potencijalno mogu uociti razli¢iti nesukladni uzorci ostalih reakcija u testu.

Tri ,,non-probe za slabi D tip 4 i njihovi specifi¢ni parovi koji odgovaraju
polimorfizmima za karakterizaciju klini¢ki najznacajnijih i najcesc¢ih alela u
filogenetskoj grupi slabog D tipa 4. Osnovna im je funkcija pravilna
raspodjela alela skupine RHD*09, odgovornih za DAR fenotipove (ranije
nazivani slabi D tip 4 s podtipovima 4.1, 4.2, 4.3). Medutim, ,,non-probe*
omogucuju i detekciju bilo kojeg drugog alela RHD koje test ne moze
specificno definirati. Negativni rezultat svih specifi¢nih reakcija, ukljucujuci
i ,,non-probe*, implicitno pokazuje da u DNA nije prisutan gen RHD (Sto

gotovo uvijek upucuje na deleciju RHD na oba homologna kromosoma 1).
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Tablica 5. Probe za nespecifi¢nu potvrdu alela RHD u testu RBC-FluoGene CDE eXtend.

Oligonukleotidna proba | SNV u RHD Naziv alela RHD Fenotip
RHD*09.04, Slabi D tip 4.1 (DAR4)
* -

RHD*09.04-c48G>C | ¢48G>C RHD*01.01, RHD*10.13 D pozitivan, DAU
non-RHD*09.04-¢.48G c.48G Svi aleli RHD osim RHD*09.04 Razni
RHD*09.05-¢.872C>G | ¢.872C>G RHD*09.05 Slabi D tip 4.3 (DAR5)
non-RHD*09.05-c.872C c.872C Svi aleli RHD osim RHD*09.05 Razni

RHD*09.01.01/01.02/01.03 Slabi D tip 4.2.1/4.2.2/4.2.3
RHD*09.01-¢.1025T>C | ¢.1025T>C RHD*09.02.00/.01 DAR2 (DARE)/DAR2.1
RHD*09.06 DARG6
- Svi aleli RHD osim RHD*09.01.01- .
non-RHD*09.01-¢.1025T| ¢.1025T 03, *09.02.00-01, *09.06 Razni
D-1136C-1 (non-DAU-1)| ¢.1136C |Svi aleli RHD osim skupine RHD*10 Razni, osim DAU
D-1136C-2 (non-DAU-2)| ¢.1136C | Svi aleli RHD osim skupine RHD*10 Razni, osim DAU

Tablica je pojednostavljeni izvadak popisa alela iz Priloga 2. Polimorfizmi mogu biti prisutni i u drugim rijetkim
varijantama gena RHD navedenim u popisu u Prilogu 2.

3.4.4. Test za odredivanje zigotnosti lokusa RHD metodom PCR-SSP

Zigotnost lokusa RHD ispitanika s barem nekom od sekvenci RHD odredivala se testom
RBC-Ready Gene Zygofast. Test se temelji na metodi PCR-SSP uz evaluaciju rezultata
elektroforezom amplikona u agaroznom gelu. Specifi¢nost reakcija ovog testa opisana je

u Prilogu 3.

PCR-SSP je oblik end-point metode PCR-a u kojoj je iskljucivo slijed nukleotida na
3'-kraju po€etnice odgovoran za polimorfizam koji se moZe odrediti. Vise se PCR reakcija
provodi paralelno u jednoj ili viSe jaZica. Uzorci u kojima se pocetnice veZzu za svoju
ciljnu sekvencu stvaraju specificni amplikon, a uzorci u kojima se pocetnice ne vezu za
svoju ciljnu sekvencu ne stvaraju specifi¢ni amplikon, odnosno u tim uzorcima nedostaje
ciljna sekvenca u DNA za taj specifi¢ni par pocetnica. Rezultat testiranja, amplikon,
vizualizira se elektroforezom u agaroznom gelu. U elektri¢cnom polju amplikoni putuju
izmedu elektroda kroz pore agaroze i mogu se razlikovati prema veli¢ini. Ve¢i amplikoni
putuju sporije pa su u odredenom trenutku blize jazici od manjih amplikona koji brze
prolaze kroz pore. Brzina amplikona proporcionalna je njihovoj veli¢ini pa amplikoni
jednake veli¢ine putuju gelom istom brzinom te se stvaraju vrpce (engl. bands) koje se
mogu vizualizirati pod ultraljubiCastom svjetlosti. Za to sluze reagensi koji interkaliraju
izmedu lanaca dvolan¢ane DNA 1 emitiraju fluorescenciju u ultraljubi¢astom podrudju.
Nakon uspjesne amplifikacije ciljna sekvenca DNA prisutna je u dovoljnom broju kopija
Sto omogucuje uspjeSnu Vizualizaciju vrpci u agaroznom gelu i fotografiranje za

dokumentiranje rezultata.

49



Ispitanici, materijali i metode

Metodom PCR-SSP ne mogu se eksplicitno odredivati delecije gena, jer rezultat mora biti
amplifikacija neke postojece unaprijed definirane ciljne sekvence DNA omedene
specificnim pocetnicama [165]. Ako ciljna sekvenca ne postoji zbog delecije gena, nema
amplifikacije. Zbog toga kao dokaz delecije cijelog gena RHD, RHD*01N.01, sluzi
karakteristi¢na sekvenca DNA strukture hibridnog Rh-okvira (slike 6, 10 i 16).

Princip izvodenja testa su reakcije opisane u Prilogu 3, a prikazan je shematski na Slici
16. U cetiri jaZice testiraju se Rh-okviri u duplikatu zbog rijetkih polimorfizama opisanih
u pojedinim populacijama u inace izrazito konzerviranim sekvencama Rh-okvira [166].
Sve jazice sadrze prealikvotirane i osuSene mjesavine pocetnica, specifi¢ne pocetnice (za
hibridni ili uzvodni Rh-okvir) te za amplifikaciju interne kontrole (HGH). U neparnim
jazicama specifi¢ni amplikoni su duljine 935/940 pb, a u parnim 1525 pb. Pocetnice u
jazicama 3 i 4 vezu se za 5'- i 3'-kraj uzvodnog okvira. Ako u DNA postoji lokus RHD,
postoji 1 sekvenca uzvodnog okvira pa ¢e u tim jazicama do¢i do amplifikacije, ¢ime se
njima potvrduje prisutnost nekog alela RHD. Pocetnice u jazicama 1 1 2 za hibridni okvir,
koji je rezultat delecije gena RHD, vezu se za 5'-kraj uzvodnog okvira i 3'-kraj nizvodnog
okvira. Amplikon hibridnog okvira nastaje samo od DNA kromosoma s delecijom gena
RHD. Udaljenost izmedu mjesta vezanja tih pocetnica velika je u DNA s genom RHD.
Zato u uvjetima PCR reakcija u testu (vrsta i koncentracija Tag-polimeraze, trajanje
elongacijskog ciklusa) u takvin DNA u jazicama 1 i 2 nema amplifikacije dvolancane

DNA. Eventualno moZe nastati nesto jednolan¢anih DNA koje se ne mogu vizualizirati.

uzvodni Rh-okvir nizvodni Rh-okvir

l RHD l RHCE

) Al

—N— jaZice3i4

RHCE

hibridni Rh-okvir

jazice1i2 —p o

Slika 16. PCR reakcije u testu RBC-Ready Gene Zygofast. Podetnice (oznalene strelicama) u
jazicama 112 sluze za dokaz hibridnog Rh-okvira, odnosno delecije RHD, a u jazicama 3 i 4 za dokaz
prisutnosti uzvodnog Rh-okvira, odnosno lokusa RHD u testiranoj DNA.
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Priprema PCR reakcija napravljena je po uputama proizvodaca [167]. U reakcijsku
mjesavinu (engl. mastermix) za svaku od cetiri jazice pipetirano je: 6 ul deionizirane
vode, 3 pl pufera Ready PCR (sadrzi pufer za PCR reakciju, dNTP-ove, ione Mg?") i
0,08 ul (0,4 U uz koncentraciju 5 U/ul) Taq polimeraze AxiTaq (Inno-train Diagnostik).
Nakon mijesanja dodan je 1 ul DNA po jazici. Prema protokolu, DNA mora biti
koncentracije 25 — 50 ng/pul, a radna pretpostavka za koncentraciju DNA izolirane u ovom
istrazivanju bila je 30 ng/pul. Nakon dodavanja DNA, u svaku od cetiri jazice pipetirano

je po 10 ul reakcijske mjesavine.

Amplifikacija je napravljena u uredaju TAdvanced 96 (Analytik Jena), validiranom za
izvodenje testova RBC-Ready Gene (Tablica 6). Brzina promjene temperature izmedu

pojedinih koraka u protokolu PCR reakcija mora biti 4 °C/s [167].

Tablica 6. Protokol PCR reakcija za odredivanje zigotnosti lokusa RHD.

sl & | s & | & © s s - .
< 'S ‘S S ‘S ‘S = ‘S ‘'S = = Ko)
E @ o T Q o S 2 o g 3 78 g
Nazivkoraka | 8 5| 3 |2 S| 3 3 S 3 3 S | 25| £
o® s | 2§ © = S < = s s 5 5
~5| & | 52| & S i 3 =) oINS ©
© e T a T o T
Temperatura | 95°C | 95°C [ 70°C | 95°C | 65°C | 72°C|95°C [61°C |72°C|72°C|10°C
Trajanje 2min| 20s | 60s | 20s | 60s | 45s | 20s | 50s | 45s |2min| +oo
Broj ciklusa 1 5 10 20 1 1

Elektroforeza je napravljena u sustavu za elektroforezu agaroznih gelova ORIGINS™
(Elchrom Scientific, Svicarska) u komercijalnom gelu koji sadrzi etidijev bromid, PCR
CheckIT™ Mini (Al-Diagnostic, Austrija) [168]. Agarozni gelovi proizvedeni su
geliranjem i simultanim povezivanjem hidroksilnih grupa agaroze i oksiranskih grupa
1,4-butandioldiglicidil-etera te su opticki prozirni. U jazice na gelu pipetiran je cijeli
volumen amplikona (10 ul). Kao pufer za elektroforezu upotrebljavan je 30 mM TAE.
Elektroforeza je provodena pri temperaturi od 20 °C, uz napon istosmjerne struje 120 V
(jakosti struje 300-400 mA), 20 minuta. Rezultati su vizualizirani snimkom digitalne
fotografije gela u sustavu za dokumentaciju gelova InGenius 3 (Syngene, Velika
Britanija), koji sadrzi kameru od 3 megapiksela i UV/VIS transiluminator (emisija na

valnoj duljini od 254 nm, u spektralnom podrucju etidijeva bromida).
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Rezultati su interpretirani usporedivanjem uzorka reakcija na fotografiji gela s uzorkom
reakcija iz Priloga 3. Moguce je dobiti tri rezultata testiranja:

a) homozigot za lokus RHD — pozitivne su iskljucivo reakcije za uzvodni okvir
(31 4). Na oba kromosoma 1 prisutan je lokus RHD. To ne znac¢i nuzno da su oba
alela RHD jednaka, ve¢ samo da na oba kromosoma 1 postoji lokus RHD s nekim
alelom RHD (alternativna nomenklatura D/D).

b) hemizigot za lokus RHD — pozitivne su sve reakcije za uzvodni okvir i hibridni
okvir (1, 2, 3i4). Rezultat je posljedica genotipa koji ukljucuje deleciju gena RHD
(RHD*01N.01) i bilo koju varijantu gena RHD (alternativha nomenklatura D/d).

c) homozigot za deleciju gena RHD (RHD*01N.01) — pozitivne su iskljucivo
reakcije za hibridni okvir (1 i 2). Rezultat je dokaz delecije gena RHD na oba

kromosoma 1 (alternativna nomenklatura d/d).

3.4.5. Sekvenciranje DNA

Sekvenciranje po Sangeru DNA sekvenci egzona i susjednih intronskih podrucja gena
RHD napravljeno je modificiranim protokolom testa SuBiTo za sekvenciranje alela HLA
(Inno-train Diagnostik) [169]. Metoda sekvenciranja po Sangeru ima nekoliko stupnjeva.
Pocetnom PCR reakcijom odabiru se odsjecci genomske DNA za sekvenciranje; ovdje su
to egzoni RHD sa susjednim dijelovima introna. Nakon proc¢is¢avanja amplikona (ostaci
dNTP-ova, enzima i sl.) slijedi novi ciklus PCR reakcija za sekvenciranje s mjeSavinama
standardnih dNTP-ova i ddNTP-ova. Poseban fluorokrom obiljezava svaki od Cetiri
razli¢ita ddNTP-ova. Njihovom ugradnjom u novi lanac DNA prestaje sinteza tog lanca
(zato je komercijalni naziv BigDye Terminators). Za svaki nukleotid u istrazivanoj
sekvenci odreden broj novougradenih nukleotida potjec¢e od ddNTP-ova. Pojedine nastale
DNA razli¢itih su veli¢ina te se medusobno razdvoje kapilarnom elektroforezom u
akrilamidnom gelu. Molekule DNA u koje se ddNTP inkorporirao ranije kre¢u se gelom
brze, jer su krace, a DNA u koje se ddNTP inkorporirao kasnije gelom putuju sporije, jer
su dulje. Laserom se detektiraju valne duljine emisija fluorokroma koje ukazuju na slijed
nukleotida istrazivane sekvence DNA, jer su fluorokromi razli¢iti za svaki od Cetiri

nukleotida.

Pocetna PCR reakcija sekvenciranja napravljena je u uredaju TAdvanced 96 (Analytik

Jena), prema protokolu opisanom u Tablici 7.
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Tablica 7. Protokol poéetne PCR reakcije pri sekvenciranju egzona gena RHD.

Naziv koraka

Pocetna
denaturacija

Denaturacija
Hibridizacija
Elongacija
Denaturacija

Hibridizacija
Elongacija
Cuvanje

Temperatura

94 °C 65 °C 72°C 95°C

61°C 72°C 4°C

Trajanje

90 s 90s

60 s 2 min +00

e
=
S| 0O

Broj ciklusa

10

25 1

Pocetnice za pocetnu PCR reakciju upotrebljavale su se u ranijim istrazivanjima, a

opisane su u Tablici 8 [87]. Ukupno je bilo 9 reakcija (jazica) za amplifikaciju svih 10

egzona i susjednih intronskih sekvenci gena RHD. Egzoni 4 i 5 amplificirani su jednim

setom pocetnica u reakciji 4 (nastaje jedan amplikon koji obuhvaca sekvence oba egzona).

Konaéni volumen reakcijske mjesavine bio je 75 ul, s koncentracijom svakog od dNTP-a

200 um/L, 250 ng genomske DNA.

Tablica 8. Pocetnice po¢etne PCR reakcije sekvenciranja egzona RHD. Prilagodeno prema [87].

é‘ Naziv poetnice Slijed nuklef)tid? pocetnice Egzon | Polozaj .Z_J, an?[l)JIIijli(T)arl\a

8 5'—3 RHD | uRHD |& (pb)

1 RHDpro-132F GTTAACTCCATAGAGAGGCCAGCAGAA 1 S’UTR | F 902
RHD_i1+578R ATGGTGGTGCCCTCCTGTGGTC 1 Intron1 | R
nRHD_i1-1405F CATTTCCCCTATTTAACAGACAAGAACAAG 2 Intronl | F

2 RHD_i2+61R GGCAATATCCCAGATCTTCTGGAACC 2 Intron2 | R 1710
RHD_i2-182F AGGCCACCTTAACGGGAGAAGAG 3 Intron2 | F

3 RHD_i3+301R GCTATGTTGCCCAGCTCGGTCC 3 Intron3 | R o771
nRHD_i3-45F AAGGACTATCAGGGCTTGCCCCGTGC 4i5 Intron3 | F

4 RHD_i5+149R CCACTGTGACCACCCAGCATCCTA 4i5 Intron5 | R %3
nRHD_i5+1463F AGGCAGTAGCGAGCTGGCCCCTCA 6 Intron5 | F

> nRHD_i6+57R GCACTGCACAGTGGCCCATCAGGTCC 6 Intron6 | R 54
RHD_i6-160F CTCTTCATTTCAACAAACTCCCCGA 7 Intron6 | F

° RHD_i7+326R TGGGAGCACGTCCACAGCAAAG 7 Intron7 | R 065
RHD_i7-327F TGGAGGCTCTGAGAGGTTGCGG 8 Intron7 | F

! nRHD_i8+151R GCCTCACAGTCCACATTAGCAGCAG 8 Intron8 | R 603
RHD_i8-67F TGAGATACTGTCGTTTTGACACACAATACTTC 9 Intron8 | F

8 RHD_i9+62R GTTTTACTCATAAACAGCAAGTCAACATATATCCT 9 Intron9 | R 268
RHi9-417F CACTCCAGCCTGAGACAAGAGCGAAAC 10 Intron9 | F

’ DEX10-SP-1358-as CAGTGCCTGCGCGAACATTG 10 3’UTR |R %07

F = od engl. forward — pocetnica za sintezu lanca DNA s nekodirajuceg (engl. antisense) lanca DNA
R = od engl. reverse — pocetnica za sintezu lanca DNA s kodirajuceg (engl. sense) lanca DNA
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Proci§¢avanje produkata PCR reakcije izvedeno je reagensom EX0SAP-IT (Thermo
Fisher Scientific, SAD) koji je pipetiran u amplikone volumena 3 pl, uz inkubaciju
15 minuta pri 37 °C. ExoSAP-IT ¢ine dva hidroliticka enzima, egzonukleaza I i alkalna
fosfataza Skampa (akronim od engleskih naziva enzima Exonuclease | i Shrimp Alkaline
Phosphatase). Egzonukleaza 1 razgraduje zaostale jednolancane pocetnice i bilo koju
jednolan¢anu DNA nastalu PCR reakcijom. Alkalna fosfataza razgraduje zatim sve
nukleotide na nukleozide i anorganski fosfat. Nastali dvolanani amplikoni ostaju

nedirnuti. Nakon inkubacije termolabilni enzimi inaktivirani su pri 85 °C, 15 minuta.

Zatim je slijedila priprema PCR reakcija za sekvenciranje. U reakcijsku mjesavinu
pipetirano je 7,5 ul mjesavine dNTP-0va i pocetnica za sekvenciranje (Tablica 9), 0,5 ul
fluorescencijski oznacenih ddNTP-ova (BigDye® Terminators, Thermo Fisher

Scientific), te 2 pl pro¢is¢enog amplikona poc¢etnog PCR-a, za ukupni volumen 10 pl.

Tablica 9. Poéetnice PCR reakcije za sekvenciranje egzona gena RHD. Prilagodeno prema [87].

Naziv pocetnice Slijed nuklz?id; pocetnice ERgl_zi(l)Dn Polozaj u RHD Smjer

SYpro-118F CACAGCCAGCCTTGCAGCC 1 5’UTR F
SYil-147F ATTCAGTTGAGAACATTGAGGC 2 Intron 1 F
SYi2-151F GAGATGGTCACTCCACTCTGTAG 3 Intron 2 F
SYi4+103R TGATGGAAGGGCTTCAGACACC 4 Intron 4 R
SYi5+127R CCTAGAGCTCCACTGTAGAGGC 5 Intron 5 R
SYi5-149F TCCACTGATGAAGGACACGTAG 6 Intron 5 F
SYi6-130F GTGCACATTCAAGTCTGAGAAG 7 Intron 6 F
SYi7-121F ATGTACCAGCCAGGGAGAGGAC 8 Intron 7 F

SYi9-58R CAAGTCAACATATATACCCAGG 9 Intron 9 R
SYi9-119F TCCAAGATCTCTTCCAATTCAG 10 Intron 9 F

F = od engl. forward — pocetnica za sintezu lanca DNA s nekodirajuceg (engl. antisense) lanca DNA
R = od engl. reverse — pocetnica za sintezu lanca DNA s kodirajuceg (engl. sense) lanca DNA

Amplifikacija u uredaju TAdvanced 96 (Analytik Jena) napravljena je po protokolu:
e pocetna denaturacija — 96 °C, 1 minuta,;
e 25 ciklusa:
o denaturacija— 96 °C, 10 sekundi;
o hibridizacija— 50 °C, 5 sekundi;
o elongacija— 60 °C, 90 sekundi.

54



Ispitanici, materijali i metode

Nakon proc¢is¢avanja amplikona za sekvenciranje (puferom s 1,5 M natrijevog-acetata i
250 mM EDTA) i precipitacije etanolom (uz centrifugiranje i dekantiranje supernatanta),
amplikoni su otopljeni u 0,3 mM otopini EDTA i bili spremni za sekvenciranje.
Fluorescencijski oznacCeni odsjecci DNA analizirani su kapilarnom elektroforezom.
Proces je automatiziran u uredaju Applied Biosystems 3730 Genetic Analyzer (Thermo
Fisher Scientific), uz polimer POP7 (Thermo Fisher Scientific). Rezultati su bili

analizirani u programu HiType (Inno-train Diagnostik).

Dobivene sekvence DNA usporedivane su s referentnom sekvencom za gen RHD u bazi
sekvenci GenBank RefSeq NG_007494.1 [14] te s referentnom sekvencom Genome
Reference Consortium Human Build 38 patch release 13 (GRCh38.p13) za kromosom 1
(GenBank GCA_000001405.28 [14]), a utvrdeni polimorfizmi i s bazom genoma
gnomAD [170] te bazama alela RHD Rhesusbase [60] i RHeference [76].

3.5. Test adsorpcije i elucije

Uzorci ispitanika s utvrdenom varijantom gena sustava Rh naknadno su testirani testom
adsorpcije 1 elucije u Klinickom zavodu za transfuzijsku medicinu 1 transplantacijsku
biologiju Klinickog bolnickog centra Zagreb. Testom se u eluatu odreduje specificnost
antieritrocitnih protutijela prethodno adsorbiranih na eritrocite ispitanika. Svrha testa je

provjera jesu li na membrani eritrocita prisutni antigeni D slabog D ili DEL fenotipa.

Adsorpcija i elucija protutijela anti-D s eritrocita napravljene su prema metodi za
dokazivanje antigena D slabe ekspresije [171]. Najprije su eritrociti ispitanika inkubirani
60 minuta na 37 °C s reagensom Anti-D (Human Monoclonal-Polyclonal Blend)
BioClone (Ortho-Clinical Diagnostics, SAD). Reagens sadrzi mjesavinu monoklonskih
IgM i poliklonskih 1gG protutijela anti-D. Za eluciju vezanih protutijela anti-D s eritrocita
upotrebljavan je kit za kemijsku eluciju, Gamma ELU-KIT (Immucor, SAD), prema

uputama proizvodaca.

U testiranju je primjenjena pozitivna i negativna kontrola. Pozitivna kontrola bila je
mjesavina D-pozitivnih i D-negativnih eritrocita prema navedenoj metodi [171].
Negativnu kontrolu Cinili su eritrociti istog fenotipa kao i1 u istrazivanih uzoraka

(Rh-fenotip dCcee).
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Za indirektni antiglobulinski test upotrebljavane su Kkartice Polyspecific, anti-IgG,
anti-C3d (Ortho-Clinical Diagnostics). Za identifikaciju antieritrocitnih protutijela u
eluatu upotrebljavani su 0,8 %-tni jedanaeststani¢ni testni eritrociti obradeni i neobradeni
enzimom u panelu RESOLVE™ Reagent Red Blood Cells: Panel C (Ortho-Clinical
Diagnostics). Kako bi se utvrdilo je li protutijelo anti-D otkriveno u eluatu bilo prethodno
adsorbirano na eritrocite i ne predstavlja nevezano slobodno protutijelo u serumu,

istovremeno s eluatom testiran je i zadnji supernatant u postupku ispiranja.

3.6. Statisticke metode

Za odredivanje ucestalosti ispitanika s alelom RHD unutar seroloski RhD negativnih
uzoraka, uz pouzdanost istrazivanja od 95 %, bilo je potrebno testirati najmanje 667
ispitanika, uz konzervativnu procjenu ucestalosti 0,1 %. Razina znacajnosti istrazivanja

postavljena je na a = 0,05.

Formula za izratun minimalnog potrebnog broja uzoraka u istraZivanju, n [172]:

() e

z = standardizirana vrijednost normalne raspodjele = 1,96;
E = pogreska procjene = 0,24 %);

p = procjena ucestalosti = 0,1 %;

g=1-p=99,9 %.

Podaci su prikazani tabli¢no 1 graficki. Kategorijski podaci prikazani su apsolutnim i
relativnim frekvencijama. Izravnim brojenjem utvrdene su apsolutne frekvencije
sljede¢ih kategorijskih podataka: broj antigena, alela, fenotipova, haplotipova i

genotipova. Formule za izracun relativnih frekvencija prikazane su pri kraju potpoglavlja.

Razlike brojéanih varijabli testirane su 2 - testom, te, po potrebi, Fisherovim egzaktnim

testom.

Podaci dobiveni ovim istrazivanjem obradeni su u statistickim programima MedCalc
Statistical Software version 20.027 (MedCalc Software, Ostend, Belgium) i SPSS
Statistics 25 (IBM Corp. Released 2017. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 25.0.
Armonk, NY: IBM Corp.).
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Ucestalost alela izrazena je kroz dvije kategorije:

broj pojedinog alela

ucestalost alela = ukupan broj alela u populaciji

broj ispitanika s odredenim alelom

ucestalost ispitanika s alelom = —
ukupan broj ispitanika

Istovrsne formule upotrijebljene su za izracune ucestalosti antigena C, ¢, E i e te

ucestalosti haplotipova RHD-RHCE.
Varijabla ukupan broj alela u populaciji definirana je na sljedec¢i nacin:
ukupan broj alela u populaciji = 2 - (ukupan broj ispitanika)

lako ova definicija moze izgledati aksiomatska i nepotrebna, zbog matematicke
preciznosti je nuzna. U ispitivanoj populaciji RhD negativnih davatelja krvi gotovo svi
ispitanici imaju deleciju lokusa RHD pa uop¢e nemaju nijedan alel RHD. Zbog toga se
ukupnim brojem alela u populaciji pri definiciji u¢estalosti alela RHD ne smatra de facto
zbroj svih alela RHD pronadenih u ispitivanoj populaciji, ve¢ ukupan potencijalni broj
alela, kao da svi ispitanici imaju po dva lokusa RHD u svom diploidnom genomu, $to
odgovara navedenome u definiciji varijable. Samo je na taj nacin izracunata ucestalost

klini¢ki znacajna.
Ucestalost genotipova i fenotipova odredena je prema formuli:

broj odredenog genotipa (ili fenotipa)

ucestalost genotipa (ili fenotipa) = Ukupan broj ispitanika
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4. REZULTATI

Rezultati

4.1. Serolosko odredivanje antigena sustava Rh

Seroloskim ispitivanjem u obje upotrebljavane tehnike, u direktnoj aglutinaciji 1 u

indirektnom antiglobulinskom testu, medu svih 704 ispitanika dobiven je negativan

rezultat u odredivanju antigena D.

Rezultate seroloskog odredivanja antigena C/c i E/e prikazuje Tablica 10.

Na eritrocitima svih ispitanika dokazan je antigen e. U 703/704 ispitanika (99,86 %)

dokazan je antigen c. Klinicki je vazna i uCestalost antigena C i/ili E u populaciji RhD

negativnih davatelja krvi. U ovom istrazivanju prisutnost antigena C i/ili E dokazana je u
115 (16,34 %) ispitanika.

Tablica 10. Raspodjela klini¢ki najznacajnih antigena proteina RhCE u populaciji RhD negativnih
davatelja krvi sjeverozapadne Hrvatske.

S . Broj antigena u ispitivanoj populaciji
Antigen Broj Is([:llzzgtlzll(lissta‘r;tl)genom (ucestalost pojedinog antigena iz para
> 70 antitetickih antigena, %)
C 90 (12,78) 91 (6,46)
703 (99,86) 1317 (93,54)
E 27 (3,84 27 (1,92
e 704 (100,00) 1381 (98,08)
1408 parova
Ukupno 704 antitetickih antigena (C/c, E/e)
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Rezultati

4.2. Molekularno odredivanje alela sustava Rh

4.2.1. Molekularno testiranje alela RHCE

Tablica 11 prikazuje raspodjelu i ucestalost seroloski utvrdenih Rh-fenotipova te njihov
odnos s genotipom RHCE u ispitanika. Seroloski dokazan Rh-fenotip opisan je u toj

tablici zbog klju¢ne uloge u algoritmu za nastavak istrazivanja molekularnim testiranjem.

Uzorci svih ispitanika sa seroloski utvrdenim fenotipom ccee (c+e+), koji je kodiran
homozigotnos§¢u alela RHCE*01, te koji su ujedno u probirnom testu za tri egzona RHD
bili negativni, u ovom istrazivanju, u pravilu, nisu bili potvrdivani metodom qPCR za
polimorfizme odgovorne za ekspresiju antigena C/c i E/e. Takvih uzoraka bilo je 589
(83,66 %) i ti ispitanici sigurno imaju isklju¢ivo alel RHCE*01. Radi kontrole takva
pristupa u nasumi¢no odabranih 15 uzoraka potvrden je iskljuéivo alel RHCE*01 testom
RBC-FluoGene CDE eXtend. Za tih 589 ispitanika tako je iz seroloski utvrdenog fenotipa
ccee zakljucen i genotip koji ga kodira: RHCE*01 / RHCE*0L1.

Od ostalih 115 ispitanika (16,34 %), njih je 111 (15,77 %) potvrdeno kao heterozigoti, i
to RHCE*01 / RHCE*02 ili RHCE*01 / RHCE*03. Jedan ispitanik (0,14 %) potvrden je
kao homozigot RHCE*02 / RHCE*02. U dva su ispitanika (0,28 %) metodom gqPCR
definirani svi polimorfizmi karakteristi¢ni za Cetiri klinicki znacajna antigena na proteinu
RhCE (C, ¢, E i e). Na temelju podataka o ucestalosti haplotipova pretpostavljeni genotip
tih dvaju ispitanika jest RHCE*02 / RHCE*03, a ne RHCE*01 / RHCE*04.

Tablica 11. Odnos fenotipa C, c, E, e i genotipa RHCE u populaciji seroloski RhD negativnih davatelja
krvi sjeverozapadne Hrvatske.

Rh-fenotip ccee Ccee? ccEe CcEe CCee

Sluzbena | pCE*01 / | RHCE*0L /| RHCE*01 / | RHCE*02/ | RHCE*02 /| Ostali f .,
. |nomenklatura fenotipovi p
Genotip gty | RHCE*01 | RHCE*02 | RHCE*03 | RHCE*03 | RHCE*02

RHCE

Alternativna

nomenklatura celce Celce cElce Ce/cE Ce/Ce
Broj ispitanika, N 589 87 25 2 1 0 704
Utestalost 83,66 12,36 3,55 0,28 0,14 0,00 100,00

Rh-fenotipa, %
a Ukljucuje i ispitanika s hibridnim alelom strukture RHCE*D-CE(2-10) na temelju seroloskog rezultata te
polimorfizama u genu RHCE koji kodiraju antigene C, ¢ i e potvrdenih metodom qPCR.
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Rezultati

U preostalom jednom uzorku (0,14 %), metodom qPCR potvrdeni su najprije
polimorfizmi koji kodiraju antigene C, ¢ i e na proteinu RhCE. Analizom i ostalih
rezultata ovog ispitanika (potpoglavlje 4.3.3.) utvrdeno je da se ne radi o heterozigotu
RHCE*01,*02, ve¢ ispitanik ima hibridni alel strukture RHCE*D-CE(2-10). S obzirom
na rezultat kojim su potvrdeni polimorfizmi odgovorni za ekspresiju antigena C, c i e, taj

je ispitanik u Tablici 11 ukljucen u skupinu heterozigota RHCE*01 / RHCE*02.

Metodom gqPCR u potpunosti je potvrden rezultat seroloSkog ispitivanja Rh-fenotipa u
svih 704 ispitanika. Ni seroloskim niti DNA metodama u ispitivanom uzorku davatelja
krvi sjeverozapadne Hrvatske nije pronaden niti jedan od preostalih mogucih

Rh-fenotipova.

Aleli RHCE utvrdeni u populaciji RhD negativnih davatelja krvi sjeverozapadne Hrvatske
i njihova ucestalost prikazani su u Tablici 12. Uz napomenu da se za fenotipove CcEe
radilo o dedukciji prema ucestalosti genotipova RHCE, medu ¢etiri glavna alela RHCE u
ispitivanoj populaciji nije pronaden niti jedan alel RHCE*04 (RHCE*CE). Najveca je
ucestalost alela RHCE*01 (91,62 %), dok su ostala dva alela RHCE znacajno slabije
zastupljena (RHCE*02 sa 6,46 % i RHCE*03 s 1,92 %). Velika ve¢ina od ukupno 704
ispitanika, njih 701 (99,57 %) ima alel RHCE*01, alel RHCE*02 prisutan je u 12,78 %,
a alel RHCE*03 u 3,84 % ispitanika.

Tablica 12. Pregled utvrdenih glavnih alela RHCE odgovornih za ekspresiju antigena C, ¢, E i e, uz
ucestalost u ispitivanoj populaciji.

Alel RHCE Broj alela RHCE u ispitivanoj Broj ispitanika s alelom RHCE
populaciji (ucestalost, %) (ucestalost, %)
RHCE*01 1290 (91,62) 701 (99,57)
RHCE*02 ab 91 (6,46) 90 (12,78)
RHCE*03 2 27 (1,92) 27 (3,84)
RHCE*04 0 (0,00) 0 (0,00)
Ukupno 1408 (100,00) 704 (100,00)

a U ispitivanoj populaciji dva su uzorka fenotipa CcEe s pretpostavljenim genotipom Ce/cE (RHCE*02 / RHCE*03).
b Ukljucuje i hibridni alel strukture RHCE*D-CE(2-10).
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Rezultati

4.2.2. Molekularno testiranje alela RHD

Svih 704 uzoraka DNA ispitanika testirano je za alele RHD pojedina¢no metodom gPCR
prema planu istrazivanja — probirnim testom za RHD ili testom za proSirenu tipizaciju
alela sustava Rh, ovisno o Rh-fenotipu pojedinog ispitanika. Raspodjela alela RHD s

pridruzenim alelima RHCE u haplotipu prikazana je u Tablici 13.

Tablica 13. Raspodjela alela RHD s haplotipski pridruzenim alelima RHCE u populaciji RhD
negativnih davatelja krvi sjeverozapadne Hrvatske.

Delecija Prisutan Ucestalost alela
gena RHD gen RHD RHD u ispitivanoj Ukupno, N
Fenotip N N populaciji (ucestalost
.N (uce.StaIOSt N ('.lces?aIOSt (95 %-tni interval ispitanika, %)
ispitanika bez ispitanika s ouzdanosti) ®
alela RHD, %) | alelom RHD, %) P
ccee 589 (83,66 %) | O (0,00 %) NP 589 (83,66 %)
Uéestalost 0,14 % ||| 1 . 704
u svih D— (16,05 %) (0,28 %) (1:5813-1:195) (16,34 %)
o ispitanika
g 113 2 115
) Ucdestalost 0,87 % ili1l:115
uD- C/E+ (98,26 %) (1,74 %) (1:950-1:32) (100,00 %)
ispitanika
+
i_J ucestalost u svih D—
= po 0,07 % ili 1 : 1408
& (1:55613-1:253)
S Cecee 85° (12,07%) | 2 (0,28 %) 87 (12,36 %)
g ucestalost u D— CIE+
e po 0,43 % ili 1 : 230
% (1:9084-1:41)
S
o ccEe 25 (3,55 %) 0 (0,00 %) NP 25 (3,55 %)
(o
CcEe 2 (0,28 %) 0 (0,00 %) NP 2 (0,28 %)
Ccee 1 (0,14 %) 0 (0,00 %) NP 1 (0,14 %)
Ukupno, N
(ucestalost 702 (99,72%) | 2 (0,28 %) - 704 (100,00 %)

ispitanika, %)

NP = nije primjenjivo

a 95 %-tni interval pouzdanosti odreden prema Poissonovoj raspodjeli.

b Ispitanik s hibridnim alelom strukture RHCE*D-CE(2-10) je dokazano homozigot za deleciju gena RHD. Seroloski i
testiranjem metodom gPCR u uzorku ispitanika potvrdeni su slijedom antigeni C, ¢ i e odnosno polimorfizmi u genu
RHCE kaoji ih kodiraju.
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Rezultati

Od ukupno 704 ispitanika, njih 589 (83,66 %) homozigota za alel RHCE*01 bilo je
nedvojbeno negativno za polimorfizme u sva tri egzona ispitivana probirnim testom.
Nakon zavrSetka testiranja tih ispitanika utvrdena im je delecija gena RHD (oznaka d)
i genotip RHD*01N.01, RHCE*01 / RHD*01N.01, RHCE*01 (u haplotipskom obliku
dce/dce). Ucestalost alela RHD u skupini homozigota RHCE*01 iznosi 0,00 %.

Ostalih 115 ispitanika (16,34 %), fenotipski C- i/ili E-pozitivnih (oznaka u Tablici 13:
C+ i/ili E+), koji na lokusu RHCE imaju barem jedan alel razli¢it od RHCE*01 (Tablica
11) testirano je metodom gPCR testom za proS$irenu tipizaciju alela sustava Rh. Od 115
ispitanika njih 112 (15,91 % svih ispitanika) bilo je negativno za bilo koji od testiranih
egzona RHD. Time je i za tih 112 ispitanika testiranje zavrSeno te im je dokazana delecija
gena RHD (oznaka d) i genotip RHD*01N.01, RHCE*0X / RHD*01N.01, RHCE*QY
(ovdje X i Y predstavljaju brojke 1, 2 ili 3 za alel RHCE, ovisno o pojedinom ispitaniku).

Uzorci preostalih triju ispitanika (0,43 %) pokazivali su odredenu reaktivnost barem
nekih reakcija za egzone RHD. U jednog RHD negativnog ispitanika (0,14 %) utvrden je
hibridni alel RHCE, strukture RHCE*D-CE(2-10). U dva hemizigotna uzorka za RHD
fenotipa Ccee (0,28 %) sekvenciranjem gena RHD odreden je DEL alel (RHD*01EL.32
i RHD*01EL.44). Naknadnim seroloskim testovima adsorpcije i elucije definitivno je
potvrden i DEL fenotip produkata obaju DEL alela. Ucestalost ispitanika s alelom RHD
iznosila je 0,28 % ili 1 : 352 (uz 95 %-tni interval pouzdanosti 1 : 2907 — 1 : 97). Ukupna
ucestalost alela RHD u ispitivanoj populaciji seroloski RhD negativnih davatelja krvi
iznosi 0,14 % ili 1 : 704 (uz 95 %-tni interval pouzdanosti 1 : 5813 — 1 : 195). Uc¢estalost
pojedinog alela RHD iznosi 0,07 % ili 1 : 1408 (uz 95 %-tni interval pouzdanosti
1:55613 —1: 253).

U populaciji RhD negativnih fenotipski C- i/ili E-pozitivnih ispitanika, kojima je barem
jedan alel RHCE razli¢it od RHCE*01 (ukupno 115 ispitanika), u njih 113 (98,26 %) nije
prisutan gen RHD, odnosno dokazana im je delecija gena RHD. Preostala dva ispitanika
s alelom RHD ¢ine 1,74 % tako definirane populacije (Sto odgovara ucestalosti ispitanika
s alelom RHD u populaciji fenotipa C+ i/ili E+) ili 1 : 58 (uz 95 %-tni interval pouzdanosti
1:475 -1 : 16). Ukupna ucestalost alela RHD u RhD negativnih davatelja krvi koji su
fenotipski C- i/ili E-pozitivni iznosi 0,87 % ili 1 : 115 (uz 95 %-tni interval pouzdanosti
1:950—1: 32). Ucestalost pojedinog alela RHD u populaciji ispitanika fenotipa C+ i/ili
E+ iznosi 0,43 % ili 1 : 230 (uz 95 %-tni interval pouzdanosti 1 : 9084 — 1 : 41).
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Rezultati

Ukupno su 702 ispitanika (99,72 %) RHD negativna (Tablica 13). Pretpostavka je da su
RHD negativni kao posljedica delecije lokusa RHD na oba homologna kromosoma, $to
nije direktno dokazivano u svim uzorcima. U uzorcima 589 ispitanika fenotipa ccee
(83,66 % ispitanika) dobiven je negativan rezultat za karakteristiéne polimorfizme egzona
3,51 10 gena RHD u probirnom testu te je utvrden RHD negativan rezultat. Delecija gena
RHD, oznake RHD*01N.01, izravno je dokazana u preostalih 113 ispitanika (16,05 %).
U njih 112 delecija RHD dokazana je iskljuc¢ivo testom RBC-FluoGene CDE eXtend.
U jednom uzorku ispitanika s hibridnim alelom strukture RHCE*D-CE(2-10) delecija

RHD dokazana je dodatno i testom za zigotnost lokusa RHD.

4.3. Varijante gena RHD i RHCE u ispitivanoj populaciji

4.3.1. RHD*01EL.32 (RHD*DEL32)

Testiranjem ispitanika s alelom RHD*DEL32 metodom gPCR dobiven je rezultat
specifi¢nih polimorfizama u genu RHD koji odgovara rezultatu analize uzoraka s alelom
RHD*01 (slike 17 i 18B).

N T B T N NN A KR R

Slika 17. Shematski prikaz lokusa RHD s alelom RHD*DEL32. Crveno su egzoni RHD (numerirani).
Crna crta oznaGava SNV ¢.149-29G>C u intronu 1 (uz egzon 2). Prilagodeno prema [76].

Za gene RHCE tog ispitanika potvrdena je seroloska tipizacija dokazom polimorfizama
zaantigene C, cie (Slika 18A). Na Slici 18 nalazi se programski prikaz rezultata testiranja
metodom gPCR. U tablicama je za svaku probu naveden SNV koji ona detektira,
Q-vrijednost dobivena testiranjem te odgovaraju¢a grani¢na vrijednost i rezultat pojedine
probe (+ za pozitivnu, - za negativnu). Ako u testu za polimorfizme postoje po dvije
razli¢ite probe, one su numerirane sufiksima -1 i -2. U tablicama su navedene posebne
vrijednosti za svaku od njih: gornja vrijednost za probu sa sufiksom -1, donja za probu sa
sufiksom -2. Istovjetan opis Slike 18 moze se primijeniti i na istovrsne slike koje prikazuju

rezultate testiranja metodom qPCR alela opisanih u potpoglavljima 4.3.2 i 4.3.3.
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FluoGene
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Slika 18. Rezultat tipizacije lokusa RHCE i RHD u uzorku ispitanika s alelom RHD*DEL32 metodom
gPCR. Uz pozitivne probe oznaéena je njihova specifi¢nost za egzone RHD odnosno polimorfizme za
fenotip u RHCE, te pojedine polimorfizme u oba gena. Egzoni RHD su oznaceni s ex i numerirani.

(A) — rezultat lokusa RHCE, (B) — rezultat lokusa RHD.
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Rezultati

Ispitanik s alelom RHD*DEL32 jest hemizigot za lokus RHD, jer je nha homolognom
kromosomu 1 delecija gena RHD. Na Slici 19 nalazi se fotografija agaroznog gela nakon
elektroforeze uzorka ispitanika s alelom RHD*DEL32. Kako su dobiveni svi amplikoni i
za hibridni (linije 1 i 2) i za uzvodni Rh-okvir (linije 3 i 4), ispitanik s alelom
RHD*DEL32 jest hemizigot. Na jednom kromosomu 1 doslo je do delecije gena RHD
(RHD*01N.01), sto dokazuje hibridni okvir, dok je na homolognom kromosomu prisutan
gen RHD, sto dokazuje uzvodni okvir. Stoga je na lokusu RHD genotip ovog ispitanika
RHD*DEL32 / RHD*01N.01.

Iz rezultata zigotnosti lokusa RHD i Rh-fenotipa ispitanika (DCcee), a na temelju
podataka o ucestalosti haplotipova, pretpostavljeni haplotip u kojemu se nalazi alel
RHD*DEL32 odreden je kao DCe. U skladu s tim, pretpostavljen je genotip ispitanika
DCe/dce, ili RHD*01EL.32, RHCE*02 / RHD*01N.01, RHCE*01.

—

interna ) '
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0 At S ST -
hibridni okvir

Slika 19. Rezultat analize zigotnosti lokusa RHD ispitanika s alelom RHD*DEL32 metodom
PCR-SSP (test RBC-Ready Gene Zygofast). Specifiéne reakcije u linijjama 1 i 2 oznaavaju
reaktivnost za hibridni Rh-okvir, a u linijama 3 i 4 za uzvodni Rh-okvir. Interna kontrola, HGH, duljine
amplikona 434 pb, pozitivna je u svim linijama.

Sekvenciranjem DNA otkriven je SNV u odnosu na RHD*01 u intronu 1, 29 pozicija u
smjeru 5' od pocetnog nukleotida egzona 2 (Slika 20). Utvrden je SNV oznake
€.149-29G>C. U elektroferogramu ujedno je provjeren i nukleotid na poziciji ¢.335 kako
bi se iskljucio alel RHD*DELA42 (Slika 21).
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Rezultati

€.149-29G>C
RHD*DEL32 (RHD*01EL.32)

Slika 20. Elektroferogram dijela slijeda nukleotida na granici introna 1 i egzona 2 gena RHD u uzorku
ispitanika s alelom RHD*DEL32. Oznacen je nedvojbeno prisutan citozin na poziciji ¢.149-29.
Ostatak sekvence svih egzona ovog alela jednak je sekvenci alela RHD*01.

Datel  Aufrag  Organisation  Extras  Parameter Sequenzierung 7

Typ-KuDN SBT Rhesus | 22

RHD*DEL32. Budu¢i da RHD*DEL42 ima dodatni SNV u odnosu na RHD*DEL32 na posljednjem
nukleotidu u egzonu 2 (¢.335G>C), dodatnom provjerom slijeda nukleotida potvrdeno je da taj SNV
nije prisutan u genu RHD ispitanika.
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Rezultati

Testom adsorpcije i elucije dokazana je prisutnost antigena D na eritrocitima ispitanika,
jer su u eluatu identificirana protutijela anti-D prethodno adsorbirana na eritrocite.
U skladu s tim, antigen D, kao produkt ekspresije alela RHD*DEL32, u ovog je ispitanika
DEL fenotipa (Slika 22).
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Slika 22. Rezultat testa adsorpcije i elucije uzorka ispitanika s antigenom D DEL fenotipa, produktom
alela RHD*DEL32. Oznacene su specifi¢ne reakcije za protutijelo anti-D, kao i dobiveni rezultati.

4.3.2. RHD*01EL.44 (RHD*DEL44)

Alel RHD*DEL44 (Slika 23) bio je u potpunosti dokazan metodom gPCR (Slika 24).

D T S o s ol ez

Slika 23. Shematski prikaz lokusa RHD s alelom RHD*DEL44. Crveno su egzoni gena RHD, a plavo
egzoni s umetnutnom sekvencom od gena RHCE (numerirani). Crne crte oznacavaju distribuciju
SNV-ova u egzonima 4 do 9 koji razlikuju alel RHD*DEL44 od RHD*01. Prilagodeno prema [76].

U ispitanika s ovim alelom dokazani su polimorfizmi karakteristi¢ni za egzone 1, 2, 3 i
10 gena RHD (Slika 24B), te za antigene C, c i e kodirane genom RHCE (Slika 24A).
Takav molekularni mehanizam odrazava se u hibridnoj strukturi alela koja se na temelju

ovog rezultata moze oznaciti s RHD*D-CE(4-9)-D.
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Rezultati
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Slika 24. Rezultat tipizacije lokusa RHCE i RHD u uzorku ispitanika s alelom RHD*DEL44 metodom
gPCR. Uz pozitivne probe oznacéena je njihova specifi¢nost za egzone RHD odnosno polimorfizme
za fenotip u RHCE. Egzoni RHD su oznaceni s ex i numerirani.

(A) — rezultat lokusa RHCE, (B) — rezultat lokusa RHD.

Ispitanik s alelom RHD*DEL44 jest hemizigot za lokus RHD, jer je na homolognom
kromosomu 1 delecija gena RHD. Na Slici 25 nalazi se fotografija agaroznog gela nakon
elektroforeze uzorka ispitanika s alelom RHD*DEL44. Kako su dobiveni svi amplikoni i
za hibridni (linije 1 1 2) i za uzvodni Rh-okvir (linije 3 i 4), ispitanik s alelom
RHD*DEL44 jest hemizigot. Na jednom kromosomu 1 doslo je do delecije gena RHD
(RHD*01N.01), sto dokazuje hibridni okvir, dok je na homolognom kromosomu prisutan
gen RHD, sto dokazuje uzvodni okvir. Stoga je na lokusu RHD genotip ovog ispitanika
RHD*DEL44 / RHD*01N.01.
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Rezultati
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Slika 25. Rezultat analize zigotnosti lokusa RHD ispitanika s alelom RHD*DEL44 metodom
PCR-SSP (test RBC-Ready Gene Zygofast). Specifi¢ne reakcije u linijama 1 i 2 oznaéavaju
reaktivnost za hibridni Rh-okvir, a u linijama 3 i 4 za uzvodni Rh-okvir. Interna kontrola, HGH, duljine
amplikona 434 pb, pozitivna je u svim linijama.

Iz rezultata zigotnosti lokusa RHD i Rh-fenotipa ispitanika (DCcee), a na temelju
podataka o ucestalosti haplotipova, pretpostavljeni haplotip u kojemu se nalazi alel
RHD*DEL44 odreden je kao DCe. U skladu s tim, pretpostavljen je genotip ispitanika
DCe/dce, ili RHD*01EL.44, RHCE*02 / RHD*01N.01, RHCE*01.

Sekvenciranjem DNA ispitanika potvrden je alel RHD*DELA44, jer su samo sljedovi
nukleotida egzona 1, 2, 31 10 jednaki s alelom RHD*01 (Slika 26). RHD*DEL44 nije bio
naveden kao poseban alel u bazi alela programa HiType. Uvidom u odstupanja sekvenci
prikazanih alela u egzonima 4, 5, 71 9 od RHD*01 (Tablica 14), utvrdeno je, da su to
sekvence istovjetnih egzona alela RHCE koji kodiraju antigen e (aleli sa sekvencom
€.676G u egzonu 5, RHCE*01 ili RHCE*02) [11,13,60,76]. Program je to¢no prikazao da
su sekvence egzona 4 i 5 iz ispitivanog uzorka jednake tim egzonima u alelu RHD*06.02,
a sekvence egzona 7 i 9 jednakim egzonima u alelu RHD*04.03. Slika 26 prikazuje
snimku zaslona elektroferograma prvih sedam polimorfizama iz egzona 4 u smjeru 5'—3'

po kojima se razlikuju aleli RHD*01 i RHD*DEL44.

Egzone 6 i 8 alela RHD*DEL44 nije bilo moguce sekvencirati jer su pocetnice za

sekvenciranje bile specificne za egzone 6 i 8 gena RHD.
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Slika 26. Elektroferogram dijela slijeda nukleotida s pocetka egzona 4 alela RHD*DEL44. Sekvence
egzona 1, 2, 3i 10 u potpunosti odgovaraju sekvenci alela RHD*01. Egzon 10 nije prikazan na slici
zbog ogranic¢enosti veli¢ine snimke zaslona.

Ukupno je u egzonima alela RHD*DEL44 razli¢itim od RHD*01 koji su bili sekvencirani
(egzoni 4, 5, 71 9) promijenjen 31 nukleotid u odnosu na referentni alel RHD*01 (Tablica
14).

Tablica 14. Polimorfizmi odredeni u sekvenci alela RHD*01EL.44 u odnosu na alel RHD*01
(RHD*01 > RHD*01EL.44).

Egzon Pozicija Egzon Pozicija
u genu RHD u genu RHD

¢.505A>C €.941G>T
c.509T>G €.968C>A
C.514A>T c.974G>T

RHE%‘;E_ i C.544T>A C.979A>G
C.577G>A c.985GG>CA
C.594A>T Egzon 7 C.989A>C
€.602C>G RHD*01EL .44 C.992A>T
c.667T>G €.1025T>C
€.697G>C €.1048G>C
C.712G>A €.1053C>T

RHE%‘;E_ " €.733G>C c.1057GGA>TGG
C.744C>T c.1060GC>AA
C.787G>A Egzon 9 c.1170T>C
C.800A>T RHD*01EL .44 c.1193A>T

Egzon 6 nije mogao biti sekvenciran. Izvor: sekvenca DNA ispitanika s alelom RHD*01EL.44 u programu HiType.
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Rezultati

Testom adsorpcije i elucije dokazana je prisutnost antigena D na eritrocitima ispitanika,

jer su u eluatu identificirana protutijela anti-D prethodno adsorbirana na eritrocite.

U skladu s tim, antigen D, kao produkt ekspresije alela RHD*DEL44, u ovog je ispitanika
DEL fenotipa (Slika 27).
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Slika 27. Rezultat testa adsorpcije i elucije uzorka ispitanika s antigenom DEL fenotipa, produktom
alela RHD*DELA44. Oznacene su specifine reakcije za protutijelo anti-D, kao i dobiveni rezultati.

4.3.3. Hibridni alel na lokusu RHCE u RHD negativnog ispitanika

U jednog ispitanika utvrden je hibridni alel na lokusu RHCE shematski prikazan na Slici
28, strukture RHCE*D-CE(2-10), odnosno RHCE*D(1)-CE [60,76]. Shematski prikaz

izravan je rezultat testiranja metodom gPCR.

BEEll = [ 5 s 0 s s 7 [E][E8

Slika 28. Shematski prikaz lokusa RHCE s hibridnim alelom strukture RHCE*D-CE(2-10), odnosno
RHCE*D(1)-CE. Egzon 1 gena RHD ¢ija je specifi¢na proba bila pozitivna u testu metodom gPCR

oznacen je crveno, a plavo su numerirani egzoni gena RHCE. Prilagodeno prema [76].
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Rezultati

Ispitanik s alelom strukture RHCE*D-CE(2-10) jest homozigot za deleciju RHD jer je na
oba homologna kromosoma 1 dokazan samo hibridni Rh-okvir. Od svih RHD negativnih
ispitanika (702/704, Tablica 13), ovo je jedini ispitanik kojemu je izravno potvrdena

homozigotna prisutnost sekvenci hibridnog Rh-okvira.

Na Slici 29 nalazi se fotografija agaroznog gela nakon elektroforeze uzorka ispitanika.
Kako su dobiveni amplikoni isklju¢ivo za hibridni Rh-okvir (linije 1 i 2), dok su linije za
uzvodni Rh-okvir negativne (linije 3 i 4), ispitanik s alelom strukture RHCE*D-CE(2-10)
jest homozigot za deleciju gena RHD na oba kromosoma, odnosno, ispitanik nema nijedan
lokus RHD. Stoga je na lokusu RHD genotip ovog uzorka RHD*01N.01 / RHD*01N.01.

1525pb
935 pb

interna )
5450

-+ -+ rezultat

hibridni okvir uzvodni okvir

Slika 29. Rezultat analize zigotnosti lokusa RHD ispitanika s alelom strukture RHCE*D-CE(2-10)
metodom PCR-SSP (testom RBC-Ready Gene Zygofast). Specifiéne reakcije u linijama 1 i 2
oznacavaju reaktivnost za hibridni Rh-okvir (pozitivne), a u linijama 3 i 4 za uzvodni Rh-okvir
(negativne). Interna kontrola, HGH, duljine amplikona 434 pb, pozitivna je u svim linijama, s nesto
slabijom reakcijom u liniji 1.

Na Slici 30 nalazi se programski prikaz rezultata testiranja hibridnog alela strukture

RHCE*D-CE(2-10) metodom gPCR kojom je njegova struktura dokazana u potpunosti.
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Slika 30. Rezultat tipizacije lokusa RHCE i RHD u uzorku ispitanika s alelom strukture
RHCE*D-CE(2-10) metodom gPCR. Uz pozitivne probe oznacena je njihova specifi¢nost za egzone
RHD odnosno polimorfizme za fenotip u RHCE, te pojedine polimorfizme u oba gena. Egzoni RHD
su oznadeni s €x 1 numerirani.

(A) — rezultat lokusa RHCE, (B) — rezultat lokusa RHD.
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Rezultati

Uzorak ispitanika pokazivao je ponavljajuéu pozitivhu reakciju u metodi qPCR za
polimorfizam kojim se u testu potvrduje egzon 1 RHD (c.-132A), relativno niske
Q-vrijednosti (blizu grani¢ne vrijednosti), no uvijek jasno prisutnu. Pozitivna je bila i
reakcija za karakteristican SNV egzona 2 RHD (c.201G, ¢.307T), inace uvijek pozitivna
u osoba s ekspresijom antigena C, pa i u RHD negativnih osoba, zbog istih polimorfizama
u genu RHD i alelima RHCE*02 (*Ce) i RHCE*04 (*CE). Nijedna druga specifi¢na
reakcija za egzone RHD nije bila pozitivna. Ponovljivo i stalno bile su pozitivne probe za
SNV u genu RHD ¢.48G>C, koji je medu alelima RHD najviSe karakteristiCan za alel
RHD*09.04 (Tablica 5) te alel RHD*01.01 [11]. U Tablici 15 popisani su svi
polimorfizmi definirani u ispitanika s hibridnim alelom strukture RHCE*D-CE(2-10)
metodom gPCR (Slika 30). Polimorfno mjesto u intronu 1 gena RHCE nije eksplicitno
utvrdeno, ali je posredno potvrdeno kao pozitivno u ovom uzorku. To je specifi¢éno mjesto
vezanja pocetnice na 3'-kraju amplikona karakteristi¢nog za gen RHCE, na koji se vezu
probe RHCE ¢.48G>C i RHCE ¢.48G na temelju pozitivnih polimorfizama ¢.48G>C i
€.48G u genu RHCE. Probe za RHD ¢.48G>C i RHD ¢.48G vezu se na amplikon ¢ija
je restrikcija za gen RHD specifi¢na sekvenca u 5'UTR, c.-132A (Prilog 2). Ta je
sekvenca razli¢ita u genu RHCE (c.-132G) i u ovom istrazivanju nije mogla biti

eksplicitno testirana metodom qPCR [14].

Tablica 15. Polimorfizmi karakteristi¢ni za sekvence gena RHD i RHCE u ispitanika s delecijom gena
RHD i hibridnim alelom na lokusu RHCE definirani metodom gPCR.

Intron 1

5'UTR | Egzon1 | Egzon1 RHCE

Egzon 2 | Egzon 2 | Intron 2 | Egzon 3 | Egzon 5 | Egzon 5

Polimorfno
mjesto u DNA

ins
c.-132 c.48C c.48G NS c.201 ¢.307 109 bp | c.455 c.676 c.787

intron 2
Polimorfizmi A C
RHCE NT C G + G T + NT G A
Polimorfizmi
RHD A C — NP G T NP — — —

Znak + oznacava pozitivnu, znak — negativnu reakciju. NS = nije specificirano, NP = nije primjenjivo, NT = nije
testirano. Slova oznadavaju nukleotid odreden na polimorfnom mjestu specificnom probom u metodi qPCR.
Polimorfizmi su karakteristi¢ni za sekvence lokusa RHCE i RHD.
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Rezultati

Na temelju rezultata dobivenih metodom gPCR za polimorfizme antigena C, c, E i e
molekularno je potvrden prethodno seroloski odreden Rh-fenotip dCcee. Haplotip s
hibridnim alelom strukture RHCE*D-CE(2-10) nije mogao biti direktno i eksplicitno
eksperimentalno potvrden. Tako je odreden moguci haplotip s hibridnim alelom d(ce)var
ili d(Ce)var. Pritom indeks var oznacava alel strukture RHCE*D-CE(2-10), ovisno o tome
je li odsje¢kom gena RHD modificiran dio gena RHCE koji u preostalom dijelu nosi
polimorfizme za ekspresiju antigena slijedom c ili C. Na temelju rezultata testiranja
utvrden je genotip ispitanika kao jedna od dviju sljede¢ih mogucnosti (Slika 31):

e 1 - dCe/d(ce)var ili RHD*01N.01, RHCE*02 / RHD*01N.01, RHCE*D-CE(2-10);

e 2 —d(Ce)valdce ili RHD*01N.01, RHCE*D-CE(2-10) / RHD*01N.01, RHCE*01.

opcijal
RHCE*Ce NN NN NSNS DO ENT
RHCE*ce,, NS S S o o s e
opcija 2
E S S SN SN N S AN N RHCE*Ce .o
EEN BRI S S SRR SN S ORI RHCE*ce
Slika 31. Potencijalni genotipovi hibridnog alela strukture RHCE*D-CE(2-10), ozna¢enim indeksom

var, s drugim nepromijenjenim alelom RHCE u ispitanika. Plavo su sekvence koje potjedu iz gena
RHCE, a crveno iz gena RHD. U opciji 1 hibridni alel kodira antigene c i e, u opciji 2 antigene Ci e.

Sekvenciranje DNA alela strukture RHCE*D-CE(2-10) nije bilo moguce provesti
pocetnicama za sekvenciranje egzona RHD. Na fotografiji gela nakon pocetne PCR
reakcije nisu utvrdeni specifi¢ni amplikoni ni u jednoj jazici. Amplificirana je samo
interna kontrola, HGH, te su na dnu fotografije uocene vrpce koje predstavljaju dimere
pocetnica (engl. primer dimer). Kako nije amplificirana DNA ispitanika, nije bilo moguce

nastaviti ni PCR-om za sekvenciranje niti kapilarnom elektroforezom.

Testom adsorpcije i elucije dokazana je prisutnost epitopa RhD na eritrocitima ispitanika
jer su u eluatu identificirana protutijela anti-D prethodno adsorbirana na eritrocite.
U skladu s tim, produkt hibridnog alela strukture RHCE*D-CE(2-10) pokazuje ekspresiju
epitopa RhD, iako ispitanik uopc¢e nema nijedan lokus RHD (Slika 32).

75



Rezultati

Lot no. S e 20
Ortho Clinical Diagnostics ranesr .. [ -

Panel
PATIENT ID: REAGENT RED BLOOD CELLS

SON————
DATE: - - e TR C 0.8% RESOLVE PANEL C SYSTEM

0.8% Resolve® Panel C Ficin Treated
antj-D

635201151

0.8% Resolve® Panel C Untreated
ANTIGRAM® Antigen Profile .

CONCLUSION —

Y
Ny

Nﬂig:?fyping X

Sex

DUFFY KIDD tiied LEWIS Test Resulls

2t

1

502201

+
-
o
o
+
o
o
+
+
o
+
+
o
3=
+
o
+
o
-
+
+
+
+
)
+
=S

AN \_ | el § nm‘ﬁfc’x Ly qu st
Mode of Reactivity 37°C/Antiglobulin Antiglobulin Variable Cold Var, intuheid /7)“/”9 Orflio

/(’ﬂ?”ﬁ’” 4 vaf na 7.

Shaded columns indicate those antigens which are destroyed or depressed by enzyme treatment. “I" represents “Not Tested" for new donors.
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Testom adsorpcije i elucije kao negativna kontrola testirani su i eritrociti jednakog
Rh-fenotipa (dCcee) koji je bio odreden seroloski i u uzorku s hibridnim alelom RHCE.
U kontrolnom uzorku nije dokazana prisutnost epitopa RhD, jer u eluatu nisu

identificirana protutijela anti-D prethodno adsorbirana na kontrolne eritrocite (Slika 33).
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Slika 33. Rezultat testa adsorpcije i elucije eritrocita fenotipa dCcee kao negativne kontrole. Oznaéene
su specifi¢ne reakcije za protutijelo anti-D, kao i dobiveni rezultati.
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4.4. Haplotipovi u ispitivanoj populaciji

Haplotipovi gena RHD i RHCE utvrdeni su izravnim brojenjem, kombinacijom
seroloskih i rezultata testiranja alela RHD i RHCE metodom ¢gPCR. Raspodjela
haplotipova utvrdena u ovom istrazivanju prikazana je u Tablici 16. Od ukupno 1408
haplotipova najvise je bilo haplotipa dce (1290, ucestalost haplotipa 91,62 %). Prisutan
je u 701 ispitanika (99,57 % ispitanika), od kojih se u 589 ispitanika nalazi na oba
kromosoma 1 (homozigoti), au 112 ispitanika genotip uz njega ¢ini i neki drugi haplotip
na homolognom kromosomu 1 (heterozigoti). Za dva uzorka fenotipa dCcEe (0,28 %
ispitanika) odreden je na temelju ucestalosti haplotipova pretpostavljeni genotip dCe/dcE,
a ne dCE/dce. Na taj nacin definirana su dva od 89 haplotipova dCe (2,25 %) i dva od 27
haplotipova dcE (7,41 %).

Tablica 16. Raspodjela haplotipova RHD-RHCE u RhD negativnih davatelja krvi sjeverozapadne
Hrvatske.

Haplotip Broj haplotipova Broj ispi_tanika

Alternativna Nomenklatura (ulestalost, %) S @aplotlpom,

nomenklatura ISBT (ucestalost, %)
RHD negativni

dce? RHD*01N.01, RHCE*01 1290 (91,62) 701 (99,57)

dCea RHD*01N.01, RHCE*02 89  (6,32) 88  (12,50)

dcE RHD*01N.01, RHCE*03 27 (1,92) 27 (3,84)

dCE RHD*01N.01, RHCE*04 0 (0,00) 0 (0,00
RHD pozitivni

Dce Alel RHD osim nul-alela 0 (0,00) 0 (0,00)

(RHD*01N.01), RHCE*01
Alel RHD osim nul-alela
(RHD*01N.01), RHCE*02
DCe ° u ovom istrazivanju: 2 (0,14) 2 (0,28)
RHD*01EL.44, RHCE*02
RHD*01EL.32, RHCE*02

Alel RHD osim nul-alela

DcE (RHD*01N.01), RHCE*03 0 (0,00 0 (0,00
Alel RHD osim nul-alela

DCE (RHD*01N.01), RHCE*04 0 (0,00 0 (0,00
Ukupno 1408 (100,00) 704 (100,00)

a Pod haplotipove dce i dCe u ovoj tablici uracunati su haplotipovi ispitanika s hibridnim alelom na lokusu RHCE
strukture RHCE*D-CE(2-10), prema rezultatima testiranja metodom qPCR.

b U ovu kategoriju ukljuena su oba ispitanika s otkrivenim alelima RHD (zbog toga oznacena podebljano) ¢&iji su
pretpostavljeni haplotipovi utvrdeni na temelju ucestalosti haplotipova.
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4.5. Genotipovi u ispitivanoj populaciji

Genotipove u sustavu Rh bilo je moguce potvrditi izravnim brojenjem, kombinacijom
seroloskih i rezultata testiranja alela RHD i RHCE metodom gPCR za 699 od 704
ispitanika (99,29 %). Za fenotipove tih ispitanika postoji bijektivan odnos s genotipom
koji kodira svaki od tih fenotipova — radi se o Rh-fenotipovima dccee, dCcee, dccEe i
dCCee.

Za preostalih pet ispitanika (0,71 %) utvrden je sljedeci genotip:

a) U jednom uzorku ispitanika Rh-fenotipa dCcee (0,14 %) na lokusu RHCE utvrden
je hibridni alel RHCE*D-CE(2-10). Na temelju seroloskog rezultata i testiranja
metodom qPCR lokusa RHCE tom ispitaniku utvrden genotip dCe/dce.

b) Za po dva ispitanika s Rh-fenotipovima dCcEe i DCcee (po 0,28 %),
pretpostavljeni genotipovi utvrdeni su na temelju ucestalosti haplotipova:

e za Rh-fenotip dCcEe — genotip dCe/dcE,

e za Rh-fenotip DCcee — genotip DCe/dce.
Prema ucestalosti haplotipova u populaciji Rh-fenotip DCcee u ispitanika u ovom
istrazivanju smatra se rezultatom genotipa DCe/dce, a ne iznimno rijetkog genotipa
Dce/dCe. U ispitivanoj populaciji dva su takva uzorka, oba s alelima RHD (RHD*DEL32
i RHD*DEL44).

Raspodjela svih genotipova utvrdenih u ovom istrazivanju prikazana je u Tablici 17. U

istrazivanju je najveca ucestalost genotipa dce/dce (u 589 od 704 ispitanika, 83,66 %).

Tablica 17. Raspodjela genotipova sustava Rh u ispitivanoj populaciji.

Rh-fenotip Genotip spitanika, N gerotipa, %

dccee dce/dce 589 83,66
dCcee @ dCe/dce 85 12,07
dccEe dcE/dce 25 3,55
dCCee dCe/dCe 1 0,14
dCcEe dCe/dcE 2 0,28
DCcee DCe/dce 0,28
Ostali fenotipovi Ostali genotipovi 0,00
Ukupno 704 100,00

a Prema rezultatima seroloskog i testiranja metodom qPCR lokusa RHCE, genotip ispitanika s hibridnim alelom

strukture RHCE*D-CE(2-10) ukljucen je u ovu kategoriju.
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4.6. Usporedba udestalosti alela RHCE i RHD s drugim populacijama

4.6.1. Usporedba ucestalosti alela RHCE

Rezultati

Tablica 18 prikazuje usporedbu ucestalosti alela RHCE u ispitivanoj populaciji s

odabranim populacijama te procjenama ucestalosti u populacijama europskog, africkog i

azijskog porijekla [173]. Nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu ispitivane

populacije i prikazanih europskih populacija, Brazila (kao predstavnika juznoamericke

populacije) te populacija europskog i africkog porijekla (P > 0,05). Ucestalost alela RHCE

u ispitivanoj populaciji statisticki se znacajno razlikuje od procjene ucestalosti alela
RHCE u populacijama azijskog porijekla (P < 0,05).

Tablica 18. Usporedba ucestalosti alela RHCE u odabranim populacijama s populacijom RhD
negativnih davatelja krvi sjeverozapadne Hrvatske.

Populacije
" Hrvatska | @ Njemacka " Austrija :
Populacija |’ °8 oS oI (Baden- Slovenija tri) Brazil
(sjeverozapad) X % < -;4) g % Wiirttemberg) (Tirol)
Q= R 2R
o< ol E -
58| %8 < 8
(<5}
Ucestalost 91,62 95 90 51 95,96 94,83 95,06 96,19
RHCE*01, % ' ' ' ' '
UCcestalost
RHCE*02, % 6,46 3 5 0 2,68 4,60 3,39 3,49
Ucestalost
RHCE*03, % 1,92 2 5 41 1,36 0,57 1,55 0,32
Ucestalost
RHCE*04, % 0,00 0 0 8 <0,01 0 0 0
7 1,048 | 1,399 | 56,143 1,418 0,782 1,049 1,462
Usporedba Stuonievi
s ovim upnjevi 3 3 3 3 3 3 3
. e . slobode
istrazivanjem
P 0,7896 | 0,7059 [< 0,00001 0,7012 0,8538 0,7895 0,6911
Ovo
Literatura | istrazivanje | [173] | [173] | [173] [174] [87] [87] [175]
Tablica 12
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4.6.2. Usporedba ucestalosti alela RHD

Usporedba ucestalosti ispitanika s alelom RHD u ispitivanoj populaciji i odabranim

populacijama iz Europe, Juzne Amerike i Azije prikazana je u Tablici 19.

Izmedu ispitivane populacije 1 odabranih europskih populacija nije utvrdena statisticki
znacajna razlika (P > 0,05). Medutim, postoji statisticki znacajna razlika u usporedbi s

odabranim neeuropskim populacijama (P < 0,05).

Tablica 19. Usporedba ucestalosti alela RHD u odabranim populacijama s populacijom RhD
negativnih davatelja krvi sjeverozapadne Hrvatske.

Njemacka | Njemacka Austrija
. Hrvatska (Baden- (Baden- ; S ; i i
Populacija (sjeverozapad) | Wiirttemberg) | Wiirttemberg) | (GOrnJa Svicarska | Poljska | Brazil Kina
2001. 2009. Austrija)
Ucestalost
ispitanika s 0,284 0,592 0,208 0,403 0,473 0,202 7,199 23,3
alelom RHD, %
Broj ispitanika
s alelom RHD 2 50 96 94 120 63 101 1505
Ukupno seroloski
RhD negativnih 704 8442 46133 23330 25370 31200 1403 6470
davatelja
X 1,092 0,192 0,243 0,525 0,228 | 48,187 | 202,14
Usport_edba Stupnjevi ] ] ] ] ] ) )
. S ovim slobode
istraZivanjem
P 0,2961 0,6613 0,6219 0,4686 0,6333 | <0,0001 | <0,0001
Ovo
Literatura istraZivanje [46] 2 [89] [176] [150] [177] [175] | [178]°P
Tablica 13

a Prvo istrazivanje alela RHD u seroloski RhD negativnih davatelja krvi u jednoj europskoj populaciji.
b Istrazivanje je meta-analiza objavljenih literaturnih podataka iz Kine. Uklju¢uje DEL fenotipove u seroloski RhD
negativnim davateljima kvi.
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4.7. Algoritam molekularnog odredivanja alela sustava Rh u davatelja krvi

Algoritam molekularnog testiranja za rutinsko odredivanje alela sustava Rh u davatelja
krvi koji se predlaze temelji se na planu ovog istrazivanja i posebno njegovim rezultatima.

Prikazan je na Slici 34.

serolosko odredivanje
antigena RhD i Rh-fenotipa

v

RhD negativan

v > 3 davanja krvi molekularno
provjera informacijskog sustava P testiranje nije
potrebno

< 2 davanja Krvi

v v

fenotip fenotip
ccee C+ ifili E+
t_ pozitivan = * o pozitivan =HD
probir p| tipizacija alela N
RHD sustava Rh POZITIVAN
negativan
l v v v
RHD*01W.1 druai
RHD RHD*01W.2 rugi
RHD*01 RHD*01W.3 alel
NEGATIVAN RHD"09.03.01 RHD
RHD*09.04
4 L 4
DAVATELJ DAVATELJ
RhD - RhD
NEGATIVAN POZITIVAN

Slika 34. Algoritam molekularnog odredivanja alela sustava Rh u davatelja krvi.
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Prvi je korak napraviti rutinsko seroloSko testiranje antigena RhD prema nacionalnim
preporukama za imunohematolosko testiranje [144] te seroloski odrediti Rh-fenotip, zbog
dokumentirano pokazane veée ucestalosti varijanti gena RHD u davatelja krvi s
antigenima C i/ili E [87,96]. Ta testiranja se ve¢ rutinski provode, te informacija o njima

postoji u nacionalnom informacijskom sustavu za transfuzijsku medicinu.

Svim seroloski RhD negativnim davateljima krvi s fenotipom ccee potrebno je napraviti
probir metodom qPCR s tri karakteristicna egzona RHD (3, 5 i 10). Davatelj krvi koji je
negativan u probirnom testu smatra se RHD negativnim. Uzorci davatelja krvi fenotipa
C+ 1/ili E+ testiraju se direktno testom za odredivanje proSirene tipizacije gena sustava
Rh, kao i pozitivni uzorci u probirnom testu. Testom za proSirenu tipizaciju
molekularnom metodom u jednoj se seriji testiranja mogu dokazati najéesci aleli fenotipa
slabog D, parcijalnog D i DEL fenotipa, kao i potvrditi polimorfizmi u genu RHCE
odgovorni za ekspresiju antigena C, c, E i e. Davatelj je RhD pozitivan ili RhD negativan
ovisno o dobivenom rezultatu te literaturnim navodima o moguéim fenotipovima

eventualno pronadene varijante gena sustava Rh.

Primjeni li se uobicajeno pravilo za seroloska testiranja, i pri molekularnom testiranju
bilo bi vazno ponoviti testiranje u drugog davanja krvi istog davatelja kako bi se smanjila
mogucnost administrativnih pogreSaka. Nakon toga podatak o rezultatu molekularnog
testiranja ostaje pohranjen u informacijskom sustavu pa molekularnu dijagnostiku nije

potrebno ponavljati pri sljede¢im davanjima krvi tih osoba.
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5. RASPRAVA

Osnovna hipoteza ovog istrazivanja bila je da ¢e se u populaciji seroloski RhD negativnih
davatelja krvi molekularnim metodama moc¢i utvrditi prisutnost odredenih varijanti gena
RHD. Ta je hipoteza ovim istrazivanjem potvrdena. Stoga se na pocetku rasprave Cini
potrebnim postaviti op¢i kontekst svrhe ovog istrazivanja, zaSto se uopce pojavila potreba
za uvodenjem molekularnih metoda u imunohematolosko testiranje i odredivanje alela za

antigene eritrocitnih (i trombocitnih) antigena.

Transfuzija krvi je postupak kojim se u krvozilni sustav primatelja unosi tkivo davatelja
s ve¢inom nedefiniranim antigenima na krvnim stanicama. Imunosni sustav primatelja
prepoznaje strane antigene koji se razlikuju od vlastitih i1 ako stvori specifi¢na protutijela
moze doé¢i do aloimunizacije [179,180]. Do danas je opisano 378 eritrocitnih (RBC)
antigena [3,4], 35 sustava trombocitnih antigena (HPA) [181] i nesto manje od 33 000
alela HLA koji kodiraju antigene sustava HLA [16]. Protutijela usmjerena na te antigene
mogu imati razli¢itu klinicku vaznost i uzrokovati akutne i odgodene hemoliticke
reakcije, HBFN ili uzrokovati neefikasne transfuzije trombocita pri imunizacijama na

trombocitne antigene [182,183].

U transfuzijskom lije¢enju potrebno je primijeniti podudarne doze krvi. Prijetransfuzijsko
testiranje ukljucuje odredivanje antigena krvnih grupa, probirne testove na antieritrocitna
protutijela 1 kriznu reakciju izmedu seruma pacijenta i eritrocita davatelja, sve s ciljem
sprecavanja hemoliticke reakcije u primatelja [174,175]. Opcenito se prijetransfuzijsko
testiranje temelji na podudarnosti u antigenima sustava ABO i RhD, kako bi se sprijecila
akutna hemoliticka transfuzijska reakcija i aloimunizacija na antigen D. Osnovna je
pretpostavka tih protokola, da se pacijentima daje krvni pripravak dobiven iz krvi
davatelja podudaran samo u antigenima sustava ABO i antigenu D, §to je i temelj

zakonske odredbe za testiranje davatelja krvi u Hrvatskoj [152,153].

Prevencija aloimunizacije na druge antigene krvnih grupa provodi se prvenstveno u
primateljima s antieritrocitnim protutijelima 1 u specificnim skupinama kroni¢no
transfundiranih  bolesnika [184,186-188]. Odredivanje specifi¢nosti protutijela
(identifikacija) 1 odabir podudarnog davatelja Cesto moze biti sloZzeno i zahtijeva

kompleksno laboratorijsko testiranje koje moze napraviti samo visoko kvalificirano
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osoblje [189]. Tipizacija viSe antigena krvnih grupa (proSirena tipizacija, tipizacija
prosirenog fenotipa) seroloskim metodama, za pacijente sklone aloimunizaciji, one koji
su nedavno bili transfundirani ili za potvrdu genotipa u osoba s prisutnim protutijelima,
dugotrajna je, skupa i ovisi 0 dostupnosti reagenasa za potvrdu tih antigena. Zato se taj
postupak najceS¢e provodi u referentnim laboratorijima, $to komplicira i produljuje
izdavanje krvnih pripravaka za lijeCenje. Kako bi se uvijek moglo do¢i do krvnih
pripravaka koji su tipizirani proSirenom tipizacijom, banke krvi bi trebale nastojati
ustrojiti registar davatelja krvi znac¢ajne veli¢ine (na primjer, registar davatelja antigen-
negativne krvi ili trombocita s tipizacijom alela HPA i eventualno HLA razreda I)

[190-193]. Za tu svrhu molekularne metode mogu biti izrazito korisne [194-196].

Jedna od konkretnih situacija u kojima molekularno testiranje alela eritrocitnih antigena
ima vaznu primjenu i u transfuzijskom lije€enju, primjer je pacijenata s multiplim
mijelomom, tumorom plazma-stanica. Karakterizira ga pojacana ekspresija CD38,
glikoproteina na stanicama imunosnog sustava (plazma-stanice te stanice NK i limfociti
B i T), koji djeluje kao receptor (za aktivaciju limfocita T) i enzim (hidrolaza) [197,198].
Daratumumab je monoklonsko 1gG protutijelo anti-CD38, a vezanjem na CD38 dovodi
do apoptoze procesima stani¢ne citotoksi¢nosti ovisne o protutijelima ili komplementu.
Uklanjanjem stanica s glikoproteina CD38 raste sposobnost imunosnog sustava za
eliminaciju tumora, jer enzimskom aktivno§¢u CD38 nastaje adenozin imunosupresivnog
djelovanja [199,200]. Daratumumab se veze i na molekule glikoproteina CD38 na
eritrocitima te pri rutinskom testiranju za klinicki vazna protutijela dolazi do maskiranja
prisutnosti protutijela, pogotovo na antigene iz sustava krvnih grupa Kell [201]. Budu¢i
da daratumumab ne utje¢e na DNA, molekularno testiranje omogucava pacijentima

ovisnim o transfuziji krvi da dobiju podudarnu dozu krvi [202].

Razli¢ite rutinske seroloSke tehnike uglavnom ne mogu pouzdano odrediti razlicite
antigene D, produkte sve veceg broja alela RHD. Glavne mane koje utje¢u na postojanje
razlika izmedu seroloskog i molekularnog testiranja su tehnika seroloSkih metoda,
specificnost klonova protutijela anti-D koji se upotrebljavaju, kao i broj antigena D na
nekim eritrocitima [64,143,203]. Razli¢ite drzave imaju razli¢ite smjernice za seroloski
negativne i slabo pozitivne aglutinacije koje uklju¢uju DNA metode za potvrdu ili
zakljucak konac¢nog rezultata [78,87,96,143,178,204]. Glavni cilj tih smjernica je smanyjiti
rizik aloimunizacije u RhD negativnih primatelja krvnih pripravaka.
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5.1. Osvrt na populaciju ispitanika

U pripremi ovog istrazivanja jedan od prvih zadataka bio je odrediti veli¢inu uzorka kako
bi istrazivanje imalo odgovaraju¢u statisticku snagu 1 razinu znacajnosti. Procjena
ucestalosti alela RHD u ispitivanoj populaciji u pripremi je namjerno bila postavljena
konzervativno (0,1 %), kako bi u istrazivanju bilo dovoljno ispitanika unutar kojih bi se
mogao dokazati neki alel RHD. Drugi je razlog bio taj, da se u literaturi ucestalost znatno
razlikuje ovisno o zemljopisnom porijeklu populacije, broju ispitanika te ponekad zbog
nejasno definiranog odabira ispitanika (davatelji krvi ili opéenito seroloski RhD negativni
ili seroloski nejasni uzorci). Stoga nije bilo moguce odabrati neki stalan broj na temelju
objavljenih istrazivanja. Bez obzira na to, pogreska procjene pri izra¢unu veli¢ine uzorka
zato je namjerno bila razmjerno velika (0,24 %) u odnosu na samu procjenu ucestalosti
(0,1 %), pa je s utvrdenom ucestalosti alela RHD od 0,28 % u ovom istraZivanju
zadovoljen okvir pogreske procjene, odnosno projicirane snage istrazivanja i razine

znacajnosti.

Zanimljivo je, da se u objavljenim radovima ucestalost alela vrlo €esto netocno ili
neprecizno definira, pa su time i objavljeni numericki podaci tako definiranih relativnih
frekvencija ve¢inom de facto neto¢ni [176,205], iako ima i to¢nih primjera [174,206].
Ucestalost alela ¢esto se u literaturi definira kao ukupan broj alela (koji je gotovo uvijek
jednak broju ispitanika jer se varijante gena RHD gotovo uvijek otkrivaju u hemizigota,
a samo iznimno u homozigota za lokus RHD) podijeljen s ukupnim brojem ispitanika u
istrazivanju. Taj kvocijent ne definira stvarnu ucestalost alela, jer je ona definirana
omjerom broja odredenog alela 1 ukupnog broja alela u populaciji. Kao $to je definirano
u potpoglavlju 3.6., varijabla ukupan broj alela u populaciji za gene RHD mora se
definirati kao dvostruki broj ispitanika. Budu¢i da je u populacijama RhD negativnih
osoba europskog porijekla glavni molekularni mehanizam nastanka tog fenotipa delecija
cijelog gena RHD, razumije se da ti ispitanici ne mogu imati neki od alela RHD [44].
Zbog toga je u tablicama u poglavlju Rezultati u€estalost izrazena kroz dvije kategorije:
(stvarna) ucestalost alela u populaciji te ucestalost ispitanika s odredenim alelom (jer je
ta veli¢ina brojcano usporediva s ve¢inom objavljenih radova, unato¢ raznim nazivima za
ucestalost). Neki autori pravilno racunaju ucestalost genotipova (kao kvocijent broja
genotipova i ukupnog broja ispitanika), no iz podataka nije eksplicitno odredena

ucestalost alela [80]. Zbog svega navedenog, kao i cijele palete nacina na koje se
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predstavljaju rezultati pojedinih istrazivanja, zahtjevno je raditi kvalitetne usporedbe
istrazivanja. Iz objavljenih podataka ponekad je nemoguée shvatiti bez vlastitog (ru¢nog)

racunanja koju su relativnu frekvenciju autori prikazali, bez obzira na naziv te veli¢ine.

Populacijska istrazivanja davatelja krvi sluze kao pokazatelj prisutnosti odredenih alela
te njihove ucestalosti u odredenoj populaciji. Zbog brojnosti davatelja krvi i dostupnosti
rezultata testiranja, rezultati dobiveni u populacijskim istrazivanjima u toj skupini
opc¢enito se smatraju relevantnima za cijelu populaciju iz koje davatelji dolaze.
Preciznosti radi, opcenito je populacija davatelja krvi pristrana (engl. biased) prema RhD
negativnim osobama jer se u transfuzijskoj medicini potice davanje RhD negativne krvi,
zbog razloga navedenih u poglavlju Uvod. Gledano iz perspektive populacijske genetike,
kad bi se rezultati u davatelja krvi preslikali na opée stanovni$tvo, treba imati u vidu da
je moguce da RhD negativnih osoba vjerojatno ima nesto vise u populaciji davatelja krvi
nego u opcoj populaciji. Medutim, iz klini¢ke perspektive vazan je upravo podatak o
ucestalosti medu davateljima krvi, kako bi se pri transfuzijskom lijeenju pravilno
donosile odluke, s obzirom na to da su davatelji izvor krvi i odgovaraju¢ih krvnih

pripravaka za pacijente [174].

Kao potvrda da medu njima ne postoji statisticki znaCajna razlika, napravljena je
usporedba uzorka populacije ispitanika u ovom istrazivanju s ukupnom populacijom RhD
negativnih davatelja krvi sjeverozapadne Hrvatske. Time je izvrSena provjera odgovara
li uzorak ispitanika u ovom istrazivanju cijeloj populaciji RhD negativnih davatelja krvi
sjeverozapadne Hrvatske. Prema podacima dobivenima iz nacionalnog sustava za
transfuzijsku medicinu, u Odjelu za transfuzijsku medicinu Opce bolnice Varazdin
prosjecno je na godi$njoj razini (u razdoblju u kojem je provodeno ovo istrazivanje)
evidentirano 5844 davatelja krvi. Raspodijela davatelja krvi po krvnim grupama sustava
ABO i rezultatu za RhD graficki je prikazana na Slici 35. Postoci su zaokruzeni na cijeli
broj zbog jednostavnosti prikaza. Istrazivanje krvnih grupa sustava ABO nije dio ovog
istrazivanja Stoga nije detaljno opisano u ovoj disertaciji. ProsjeCan godiSnji broj u
ispitivanom razdoblju samo skupine RhD negativnih davatelja, koji ¢ine predmet ovog
istrazivanja, bio je 1151 ili 19,70 % ukupnog prosjecnog godisnjeg broja davatelja
(Tablica 20). Uzorak populacije u ovom istrazivanju (704 ispitanika) ¢ini 61,16 %
prosjecnog godiSnjeg broja RhD negativnih davatelja krvi sjeverozapadne Hrvatske. U
usporedbi ocekivane populacije davatelja u uzorku prema ucestalosti krvnih grupa

sustava ABO 1 uzorka davatelja krvi u ovom istraZivanju, ne postoji statisticki znacajna
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razlika izmedu populacija (P > 0,05, Tablica 20). Godisnji prosjek broja davatelja krvi

obuhvaca broj davatelja krvi u sjeverozapadnoj Hrvatskoj na prosjecnoj godis$njoj razini

u razdoblju od svibnja 2017. godine do ozujka 2019. godine. Oc¢ekivani broj davatelja

dobiven je umnoskom ucestalosti pojedine krvne grupe u ukupnoj populaciji davatelja s

ukupnim brojem ispitanika u ovom istrazivanju (704), zaokruzen na cijeli broj.

Slika 35. Raspodjela davatelja krvi u sjeverozapadnoj Hrvatskoj na prosjecnoj godi$njoj razini u
razdoblju od svibnja 2017. godine do oZujka 2019. godine. Rezultat testiranja za antigen D prikazan
je uz odredenu krvnu grupu sustava ABO: ,,+ za RhD pozitivan i ,,— za RhD negativan rezultat.

Tablica 20. Raspodjela seroloski RhD negativnih davatelja krvi sjeverozapadne Hrvatske po krvnim
grupama sustava ABO prosjecno na godisnjoj razini (svibanj 2017. do ozujak 2019.).

RhD negativni davatelji krvi, N (%) Usporedba
ocekivane
Krvna grupa ABO populacije i
grup A B AB- O- Ukupno uzorka
davatelja krvi
Godisnji prosjex | 453 204 o 2 T | tativango
brojadavateljakrvi| (393690 | (17,72 %) (7,04 %) (35,88 %) | (100,00 %) !
2
e e x-=1,047
Ocekivani broj 277 125 50 253 704
davatelja P =0.789
Uzorak davatelja 265 125 53 261 704
krvi u ovom 3 stupnja
istraZivanju (37,64 %) (17,76 %) (7,53 %) (37,07%) | (100,00 %) slobode

Rezultat seroloskog odredivanja antigena D prikazan je uz odredenu krvnu grupu sustava ABO oznakom ,,— za RhD

negativan rezultat.
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5.2. Presjek podataka o pronadenim alelima Rh s dosadasnjim istrazivanjima

5.2.1. Alel RHD*DEL32

Alel RHD*01EL.32 (RHD*DEL32) tek je nekoliko puta opisan u literaturi, prvi put u
davatelja krvi u Poljskoj [177] i kasnije u Brazilu [204,207]. Prema ISBT-u taj je alel
posljedica intronskog SNV-a u intronu 1 u odnosu na RHD*01, ¢.149-29G>C [11]. Stim
su u skladu i rezultati ovog istrazivanja dobiveni metodom qPCR, gdje je rezultat bio

jednak onome za RHD*01 — potvrdena prisutnost svih testiranih egzona RHD.

RHD*DEL32 odnedavno izaziva odredene kontroverze u stru¢noj javnosti. Trenuta¢no
se vode rasprave je li bas taj SNV, ¢ije postojanje nije sporno, doista jedini u tom alelu i
je li bas taj SNV uzrok DEL fenotipa produkta alela RHD*DEL32. Polimorfizam
€.149-29G>C izrazito je ¢est unutar gena RHD prema bazi genomskih sekvenci gnomAD
verzije 3.1.2. (Genome Aggregation Database) [170]. Ucestalost tog polimorfizma u
populacijama europskog porijekla (bez populacije Finske) iznosi visokih 76 % [170].
Polimorfizam (SNP) pronaden u ovom alelu (c.149-29G>C) nosi identitetsku oznaku
rs2301153 [11,14], a u bazi genomskih sekvenci gnomAD identitetsku oznaku
1-25284544-G-C [170]. Na relativno visoku ucestalost SNV-a €.149-29G>C skrenuli su
pozornost Tounsi i sur. 2018. godine [208], koji su metodom NGS definirali i intronske
sekvence, te je taj polimorfizam utvrden u sva 42 uzorka s haplotipovima DCe, DCE i
Dce. Kim i sur. u pismu uredniku ¢asopisa Transfusion 2021. godine izriito SU i ostro
zahtijevali da se taj polimorfizam ukloni kao odgovoran za RHD*DEL32 s popisa DEL
alela zato $to zbog visoke ucestalosti ne moze uzrokovati DEL fenotip [209]. Zalazu se
za oprez pri povezivanju intronskih polimorfizama koji nisu unutar mjesta prekrajanja ili
oko njega s promjenama u ekspresiji alela. Cinjenica je da intuitivno ne moZe biti to¢no
da je iznimno rijedak alel odgovoran za DEL fenotip nastao kao posljedica iskljucivo

toliko ucestalog polimorfizma u DNA u svim populacijama.

U ovom istrazivanju utvrden je alel s dokazanim intronskim polimorfizmom u RHD,
€.149-29G>C. Je li to i jedini polimorfizam u cijeloj sekvenci gena RHD, pitanje je izvan
dosega ovog istrazivanja. Ekspresija pronadenog alela definitivno je DEL fenotipa unatoc¢
moguc¢im dodatno utvrdenim intronskim polimorfizmima 1 bez obzira na to koji ¢e biti
konacan naziv tog alela. DEL fenotip potvrden je negativnim rezultatom u pocetnom IAT

testu te dokazom epitopa RhD u testu adsorpcije i elucije, jednako kao i u izvornom radu
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opisa ovog alela iz Poljske autora Orzinske i sur. [177]. Alel s jedinim SNV-om
€.149-29G>C ISBT jos uvijek priznaje u izvornom opisu, pod nazivom RHD*DEL32
[11], stoga se alel kao takav i pod tim nazivom vodi u ovom istrazivanju. Pregledom
sekvence gena RHD u uzorku ispitanika dodatno je potvrdeno da se definitivno ne radi o
alelu RHD*DEL42, koji uz SNV ¢.149-29G>C sadrzi i dodatni egzonski polimorfizam
zadnjeg nukleotida u egzonu 2, ¢.335G>C. Kako je u DNA ispitanika utvrdena referentna
sekvenca gena RHD c¢.355G, time je otklonjena mogucnost za prisutnost alela
RHD*DEL42 [11].

Ispitanik s ovim alelom potvrdeno je hemizigotan za lokus RHD, Rh-fenotipa Ccee,
jednako kao u dosad objavljenim istrazivanjima [177,204,207]. Zbog ucestalosti
haplotipova u populaciji, predvidena je haplotipska povezanost RHD*DEL32 s alelom
RHCE*02 u haplotip DCe. Pretpostavljeni genotip ispitanika je DCe/dce.

Medutim, jo§ dvije kontroverze oko ovog alela ili polimorfizma odnose se na dva
brazilska istrazivanja s opisanim slu¢ajevima RHD*DEL32. Prvi je rad autora Dezan i
sur. iz 2018. godine, koji eksplicitno tvrde da su dokazali RHD*DEL32, ali polimorfizam
navode kao ¢.336-29G>C [204]. U opasci uz alel RHD*DEL32 u bazi alela Rhesusbase
(sijeCanj 2022. godine) stoji da je ISBT dugo ba$ tako opisivao polimorfizam alela
RHD*DEL32 u odnosu na RHD*01 [60]. U najnovijem popisu alela iz 2021. godine ISBT
navodi polimorfizam ¢.149-29G>C [11]. Vjerojatno je do pogreske doslo zbog
donedavne uporabe nomenklature pri imenovanju intronskih polimorfizama u genu RHD
koja nije bila u potpunosti prema pravilima molekularne biologije. Naime, brojkom treba
oznac¢iti poziciju nukleotida u najblizem susjednom egzonu, a zatim znakovima — ili +
toc¢na pozicija polimorfizma u intronu, ovisno je li intron u smjeru slijedom 5' ili 3' od
grani¢nog egzonskog nukleotida. Intronski polimorfizmi ranije Su se oznacavali s
IVS (engl. intervening sequence, intron) pa bi takav zapis ovog alela trebao biti
IVS1-29G>C, jer se radi o polimorfizmu u intronu 1 (IVS1). No, izvorni upis sekvence u
bazu sekvenci GenBank [14] prema poljskom istrazivanju [177] pogresno je navodio
polimorfizam kao 1VS2-29G>C, §to je uo¢io Wagner u radu [210]. SNV u ovom alelu
fizicki je blize granici s egzonom 2, §to prikazuje i elektroferogram DNA ispitanika iz
ovog istrazivanja na Slici 20. Vjerojatno su autori pogresno protumacili, da bi to trebalo
opisati kao intron (IVS) 29 pb u smjeru 5' (-29) od pocetka egzona 2 (zato brojka 2 uz
IVS). To je ISBT samo ,,preveo” u ¢.336-29G>C, jer je ¢.336 prvi nukleotid u egzonu 3,

susjednome intronu 2, $to je tocno po pravilima nomenklature polimorfizama, ali
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¢injenicno netoCno, jer autori vjerojatno nisu imali namjeru prijaviti takav polimorfizam.
U bazi gnomAD stvarno mjesto ¢.336-29 u genu RHD uopce nije polimorfno u vise od
140 000 ispitanih sekvenci [170]. S obzirom na sve navedeno, pitanje je koji je alel
stvarno otkriven u radu [204], posebno jer autori navode sekvenciranje kao metodu te bi
trebali biti sigurni u sekvencu koju su odredili. Nadalje, navode da je alel RHD*DEL32
bio u istom genu (?) kao i polimorfizam za naj¢es¢i DEL alel u osoba azijskog porijekla
(RHD*DEL1, ¢.1227G>A). Takav potencijalni novi alel s dva polimorfizma
(€.149-29G>C i ¢.1227G>A) ISBT (jo$) nije priznao, ali je, kao posljedica objave
recenziranog rada, ipak uvrSten u popis alela u bazi alela RHD RHeference [76]. U
drugom brazilskom radu iz 2019. godine autora de Paula Vendrame i sur. [207],
polimorfizam ¢.149-29G>C naveden je fenotipski zajedno s polimorfizmom za grupu
DAU-alela RHD ¢.1136T>C. Autori tog istrazivanja navode moguc¢nost da se ipak radi o
dva zasebna alela, od koji je svaki na posebnom homolognom kromosomu. Polimorfizme
su dokazivali metodom kojom se ne mogu odrediti haplotipovi, stoga nije bilo moguce

odrediti radi li se o cis- ili trans-poziciji polimorfizama na homolognim kromosomima.

U ovom istrazivanju nije bilo moguce precizno utvrditi genski razlog zasto je uzorak tog
ispitanika seroloski reagirao negativno i u direktnoj aglutinaciji i u IAT-u. Uz sluzbenu
nomenklaturu ISBT-a odgovor bi bio jasan — u uzorku je prisutan antigen D DEL fenotipa
1 zato je seroloski rezultat bio takav. Nakon raspravljenih ¢injenica i kontroverzi, ono $to
se definitivno moze potvrditi jest, da eritrociti tog ispitanika imaju ekspresiju antigena D
DEL fenotipa. Alel koji kodira taj antigen ne razlikuje se od RHD*01 u sekvencama
egzona, te je dokazana prisutnost polimorfizma ¢.149-29G>C (pokazalo se to u konacnici
vazno u definiranju ekspresije alela ili ne). Na temelju tih rezultata, nalaz ispitanika kao
davatelja krvi promijenjen je u RhD pozitivan, kako bi se krvni pripravci tog davatelja
ubudu¢e mogli korektno izdavati RhD pozitivnim pacijentima. Bilo bi korisno istraziti
sekvencu svih introna RHD u tom uzorku, jer je moguée da tamo lezi odgovor na pitanje
zbog ¢ega produkt tog alela ima DEL fenotip. Intronske sekvence, pogotovo blizu mjesta
prekrajanja (Sto je situacija i u uzorku iz ovog istrazivanja), mogu djelovati na regulaciju
transkripcije te polimorfizmi u njima mogu utjecati i na fenotip produkta gena [211].
Ciljano sekvenciranje (engl. targeted sequencing) metodom NGS moc¢i ¢e pruziti bolji
uvid u eventualni genski uzrok DEL fenotipa [212]. Taj uzrok sigurno nije u sekvencama

pojedinih egzona RHD, sto je potvrdeno i ovim istrazivanjem.
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5.2.2. Alel RHD*DEL44

Alel RHD*01EL.44 (RHD*DEL44) predstavnik je skupine klasi¢nih velikih hibridnih
alela (engl. large hybrid alelle), strukture RHD*D-CE(4-9)-D. Naziv te grupe alela
potjeCe od pretpostavke mehanizma njihova nastanka. U tim hibridima velik je dio
pojedinog gena zamijenjen sekvencom drugog paraloga. U pravilu je to konverzija dijela
gena RHD sekvencom gena RHCE, iako postoje i obrnuti slu¢ajevi gdje je dio gena RHCE
zamijenjen sekvencom gena RHD. Mehanizam konverzije gena za alel RHD*DEL44
mogao je biti takav da je gen RHD preuzeo slijed nukleotida gena RHCE u egzonima
od4do 9. Slika 26 daje joS jedan potencijalni odgovor na pitanje kako je tijekom
evolucije doslo do nastanka tog hibridnog alela. Moguce je da je nastao kao posljedica
nerecipro¢nog crossing-overa izmedu dvaju takoder hibridnih alela RHD (Slika 36):

e RHD*06.02 (RHD*DVI.2), strukture RHD*D-CE(4-6)-D ili

RHD*06.01 (RHD*DVI.1), strukture RHD*D-CE(4-5)-D te

e RHD*04.03 (RHD*DIV.3), strukture RHD*D-CE(6-9)-D.
Navedeni aleli skupine RHD*06 relativno su ucestali. Alel RHD*06.02 jest i prvi alel
RHD parcijalnog fenotipa D kojemu je opisana struktura jo§ 1994. godine u Francuskoj
[213].

RHDY06.02

e | (]

CTE0mE

RHD*0403 il e e >
——n—-ﬂwn#ﬁs
____________ —

RHD*06.01

e SR ATt R ERIN 11 IERLE:

Slika 36. Hipotetski mehanizam nastanka alela RHD*01EL.44 crossing-overom izmedu jednog od
alela skupine RHD*06 i RHD*04.03. Crvene strelice ozna¢avaju mjesta crossing-overa. Isprekidane
crte oznacavaju sekvencu DNA u alelu RHD*01EL.44 u smjeru 5'—3' kao dio njegovih
pretpostavljenih prethodnika. Crvene sekvence potje¢u od RHD, plave od RHCE. Svaka crna crta
prikazuje jedan SNV, razlike u odnosu na sekvencu RHD*01.
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Oba alela skupine RHD*06 relativno su ¢esta u populacijama europskog porijekla, najvise
u zapadnoj i srednjoj Europi [76]. Oba su pronadena i u sjeverozapadnoj Hrvatskoj,
RHD*06.02 u tri davatelja krvi, a RHD*06.01 u jednog davatelja krvi, u dodatnom
istrazivanju nastalom proSirenjem ovog istrazivanja na C- i/ili E-pozitivne uzorke s
pozitivnim rezultatom u indirektnom antiglobulinskom testu [214]. Alel RHD*04.03
rijedak je, opisan je u samo nekoliko slu¢ajeva u Svicarskoj i jugozapadnoj Njemackoj
(Baden-Wiirttemberg) [76]. Zemljopisna se podruc¢ja alela RHD*04.03 i skupine
RHD*06 preklapaju pa nije isklju¢eno da je alel RHD*DEL44 nastao i tim mehanizmom.

Sva tri navedena alela koji su eventualno mogli biti preteca alela RHD*DEL44, seroloski
reagiraju u rasponu od slabe do jako pozitivne reakcije [76]. Prema nomenklaturi ISBT-a
svi su uvrSteni u skupinu alela parcijalnih D [11]. S druge strane, RHD*DEL44 svrstan je
u skupinu alela DEL fenotipa [11]. Prema rezultatima dosada$njih istrazivanja njegova
ekspresija bila je ili DEL ili RhD negativnog fenotipa [76]. Taj podatak upuéuje na
opceniti problem nomenklature alela sustava Rh, taj da iz naziva alela nije moguce

predvidjeti (sve) naCine ekspresije tog alela.

Prema podacima iz literature, ovo istrazivanje prvi je opis alela RHD*DEL44 s
ekspresijom DEL fenotipa u populaciji europskog porijekla i uopce izvan Kine. Do sada
je naime DEL fenotip produkta ovog alela opisan samo u Kini [80,205,215]. U svim
ostalim opisima, testom adsorpcije i elucije nije potvrdena prisutnost antigena D ili taj
test uopce nije bio primjenjen. Radi se o populacijama takoder u Kini [206], ali i blize
Hrvatskoj, u (Gornjoj) Austriji [176], Svicarskoj [149,150] i Portugalu [216], te izvan
Europe u populacijama Australije [217], Indije [218], Argentine [219] i Tajlanda [220].

Sva istrazivanja popisana su U Tablici 21.

U tajlandskom istrazivanju, autora Thongbut i sur. [220], jedan je ispitanik bio homozigot
RHD*DEL44,*DEL44, $to je opcenito iznimna rijetkost s varijantama gena RHD. U
Svicarskom istrazivanju autora Gowland i sur. [149], opisana je situacija iz Berna gdje su
pronadeni aleli RHD*DEL44 u dvoje davatelja. Eksplicitno je navedeno da bi svaka
a priori tvrdnja o tome, da su veliki hibridni aleli nedvojbeno odgovorni za iskljucivo
RhD negativan fenotip, pogresno ignorirala rezultate ranijeg istrazivanja iz Kine autora
Li i sur. [80] gdje je adsorpcijom i elucijom dokazana prisutnost antigena D. U Svicarskoj
nisu izvodili test adsorpcije i elucije jer se po tadasnjim kriterijima ISBT-a hibridni alel

strukture RHD*D-CE(4-9)-D smatrao odgovornim za RhD negativan fenotip.
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Tablica 21. Dosadasnji opisi fenotipova kao posljedice ekspresije alela RHD*01EL.44.

Drzava RHISingiEFI)_. m Test adsorpcije i elucije * Godina objave| Istrazivanje
Kina DEL Anti-D 2009. [80]
Kina DEL Anti-D 2015. [205,215]

Hrvatska DEL Anti-D 2022. ovo igtzrigvanje

Austrija RhD negativan Negativan 20009. [176]

Portugal RhD negativan Nije izvoden 2009. [216]
Kina RhD negativan Negativan 20009. [206]

Svicarska | RhD negativan |, ta’;’g:ﬂ;?ﬁi‘;?ﬁkacije) 2014. [149,150]
Australija RhD negativan Negativan 2014, [217]
Indija RhD negativan Negativan 2018. [218]
Argentina | RhD negativan Nije izvoden 20109. [219]
Tajland RhD negativan Nije izvoden 2020. [220]

* Anti-D u eluatu dokazuje antigen slabog D ili DEL fenotipa na eritrocitima ispitanika.

U meduvremenu je taj Kriterij izmjenjen, barem za RHD*DEL44. Medutim, i dalje ostaju
rezultati drugih istrazivanja u kojima je alel pokazivao ekspresiju RhD negativnog

fenotipa, uz potvrdu testom adsorpcije i elucije (Tablica 21).

U uzorku i1z ovog istrazivanja pretpostavljeni haplotip s alelom RHD*DEL44 ¢ini alel
RHCE*02 (*Ce) u haplotipu DCe, odreden u uzorku fenotipa Ccee uzimajuéi u obzir
ucestalost haplotipova. U egzonima specifiénima za RHD (egzoni 1, 2, 3 i 10) nije
utvrdena razlika u sekvenci u odnosu na RHD*01. Kako je testom adsorpcije i elucije
dokazana prisutnost antigena D na eritrocitima ispitanika, prepostavljeni je genotip
DCe/dce, a antigen D jest DEL fenotipa. Taj se podatak podudara s ve¢inom dosad
objavljenih istrazivanja, osim djelomi¢no sa Svicarskima u kojima je odreden haplotip
DcE [149,150]. Budu¢i da je kao produkt alela RHD*DEL44 u ovom istrazivanju dokazan
antigen D DEL fenotipa, seroloSkim tehnikama nije bilo moguée dokazati antigen
ispitanika u rutinskom testiranju. Na temelju tog rezultata, i tom je ispitaniku kao
davatelju promijenjen nalaz u RhD pozitivan, kako bi se krvni pripravci tog davatelja
mogli ubuduce korektno izdavati RhD pozitivnim pacijentima. Potpuno jednaki rezultati
fenotipa, haplotipa i testa adsorpcije i elucije uzorka iz ovog istrazivanja dobiveni su i u
prvom opisu alela RHD*DEL44 [80].
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Na Slici 26 uocava se da program HiType nije prikazivao sekvencu egzona 6
RHD*DEL44. Razlog je jednaka sekvenca egzona 6 RHD*DEL44 i dvaju alela RHCE
takoder prisutnih u uzorku (Slika 37). Radi lakse vizualizacije jednakih triju sekvenci,
svaki nukleotid oznacen je razli¢itom bojom. Postoji razlika u sekvencama izmedu
egzona 4 do 9 alela RHD*01 i RHD*DEL44 (oznaceno valovitom crtom na Slici 37).
Egzon 10 u alelu RHD*DEL44 potjece iz RHD, dokazano polimorfizmom prema RHCE
u 3'UTR. Razlika sekvence oko egzona 6 RHD i RHCE samo je u dva nukleotida prema
3'-kraju egzona 6, ¢.916G>A (p.306V>1) i ¢.932A>G (p.311Y>C), gdje je prva sekvenca
iz RHD, a druga iz RHCE, s obzirom na to da sva ¢etiri glavna alela RHCE imaju jednaku
sekvencu na tim dvjema pozicijama [14,170]. Ukupno su u egzonima alela RHD*DEL44

promijenjena 33 nukleotida koja dovode do supstitucije 27 aminokiselina [60].

Egzon 12 3 L4
RHD*01 G|T|A|G|G|T|T|T|A[A“A|T|A|T|G| A
RHD*D-CE(4-9)-D y
(RHD*DEL44) o |G|T|A|G|G|T|T|T|A|A C|G|T | A|A| T
RHCE*01 (*ce) G|C|C|A|A|[C|A|C|G|C C|G|T | A|A| T
RHCE*02 (*Ce) C|T|A|G|G|T|A|C|G|C-C|G|[T|A|A| T
Egzon 4 |5 6 7
Pozicija u cDNA 3|88 |6|B|RIR|IX|R|8|3|8|3|5|5| &
RHD*01 cC|C|T|G|G|G|G|C|[G|A|G|A|G|C|G| A
RHD*D-CE(4-9)-D
(RHD*DEL44) e G|C|G|G|C|A|C|T|A|T|A|G|T|A|T| G
RHCE*01(*ce) ® G|C|G|G|C|A|C|T|A|T|A|G|[T|A|T| G
RHCE*02(*Ce) o G|C|G|G|C|A|C|[T|A|T|A|[G|T|A|T| G
Egzon 7 9 .10 3UTR
[Tel [ce] [92] N~ [e2] o — o (a0} \: N~ o ™
Pozicija u cDNA 21281812283 /8/8/8/8(8|5|/3-8|&| &
- - - - - - - - i N i - -
RHD*01 G|G|A|A|T|G|C|G|A|[G|C|T|A"G|T| A
RHD*D-CE(4-9)-D ’
(RHD*DEL44) o [ClA|CITICICITITI|G A |AJCIT G|T| A
RHCE*01 (*ce) C|A|C|T|C|C|T|T|G|A|A|C|[T G|T| G
RHCE*02 (*Ce) C|lA[C|T|C|C|[T|T|G|A|A|C|T -G|T| G

Slika 37. Usporedba sekvenci alela RHD*01 (referentna sekvenca RHD), RHCE*01 (referentna
sekvenca RHCE) i RHCE*02 s alelom RHD*DEL44 prema polimorfnim pozicijama u egzonima. Crni
krugovi oznaCavaju sekvence prisutne u ispitanika fenotipa Ccee s alelom RHD*DEL44. lzvori
podataka: sekvenca RHD*DEL44 ispitanika iz ovog istraZivanja iz programa HiType, za referentne
sekvence baza genoma gnomAD [170] i baza sekvenci GenBank [14], za polimorfizam RHCE*02
popis alela RHCE I1SBT-a [13].
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Pocetnicama za sekvenciranje specificnim za RHD nemoguce je stoga sekvencirati egzon
6 alela RHD*DEL44 u prisutnosti jos dviju jednakih sekvenci (dvaju alela RHCE takoder
prisutnih u DNA). Ukupno su prisutne tri potpuno jednake sekvence egzona 6 gena
sustava Rh u uzorku ovog ispitanika, hemizigotnog za lokus RHD. Prema navodima prof.
Christopha Gassnera, suvoditelja Radne skupine za imunogenetiku eritrocita i nazivlje
krvnih grupa ISBT-a i jednog od suautora obaju radova, i u Svicarskoj je bilo problema
sa sekvenciranjem egzona 6 alela RHD*DEL44, koji su u istrazivanjima [149,150] bili u
uzorcima neuobicajenog Rh-fenotipa za ovaj alel — ccEe. Takve hibridne strukture gena
sustava Rh u metodama NGS oteZavaju nedvosmisleno pravilno poravnanje (engl.

alignment) genske sekvence u ispitivanom uzorku uz odgovarajuci gen sustava Rh [112].

5.2.3. Hibridni alel na lokusu RHCE

Metodom gPCR u jednom RHD negativnom uzorku fenotipa Ccee na lokusu RHCE
utvrden je hibridni alel strukture RHCE*D-CE(2-10), odnosno RHCE*D(1)-CE. U ovom
istrazivanju RHD negativnoj osobi s alelom te strukture prvi put su na svjetskoj razini

potvrdeni epitopi RhD na membrani eritrocita testom adsorpcije i elucije.

Hibridni alel te strukture do sada je u literaturi opisan Cetiri puta, triput u Kini 2004. [221],
2007. [222] i 2017. godine [223] te u Sloveniji 2005. godine [87]. Kao zanimljivost,
moguce je da zbog zemljopisne blizine postoji lokalni bazen tog alela, s obzirom nato da
su osobe s tim alelom iz Slovenije bile s podrucja Ptuja koji je od Varazdina udaljen
Cetrdesetak kilometara [87]. Dosadasnji rezultati o fenotipu uzoraka s tim alelom opisivali
su RhD negativan fenotip. To je bilo i o¢ekivano jer je u istrazivanju autora Shao i Xiong

kad je prvi put definiran, napravljen test apsorpcije i elucije koji je bio negativan [221].

U istrazivanju slovenskih uzoraka [87] alel je potvrden metodom PCR-SSP te, osim
negativnih rezultata za ostale egzone RHD, nisu objavljeni rezultati istrazivanja testom
adsorpcije i elucije. Pronadeno je ¢ak 13 uzoraka s tim alelom, svi su pokazali negativnost
za uzvodni Rh-okvir, $to je upuéivalo na to da je rije¢ o alelu na lokusu RHCE. U svim
slovenskim uzorcima potvrden je SNV c.-132G>A. To je pravilno protumaceno kao
polimorfizam u genu RHCE (u kojem je divlji tip c.-132G), iako je sekvenca c.-132A
prisutna kao divlji tip u genu RHD. Ta pozicija u DNA ima i funkciju mjesta vezanja
pocetnica za egzon 1 RHD u testu metodom qPCR (Prilog 2) te po¢etnica za egzon 1 RHD

u pocetnoj PCR reakciji SBT. Oba su testa upotrebljavana u ovom istrazivanju.
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U drugom istrazivanju iz Kine, Ye i sur. [222], alel je potvrden metodom PCR-SSP u
populaciji RhD negativnih davatelja krvi. U istrazivanju je napravljen test za zigotnost
lokusa RHD, no nije precizirano odnosi li se to i na ispitanika s tim alelom, zbog ¢ega
nije jasan njegov rezultat zigotnosti. Napravljen je i test adsorpcije i elucije, koji je bio
negativan. Najnovije kinesko istrazivanje autora Ji i sur. [223] zanimljivo je po tome §to
je alel te strukture otkriven u seroloski RhD pozitivnih i slabih fenotipova D. Alel je bio
u hemizigotnih (heterozigotnih?) osoba za lokus RHD, u RhD pozitivne osobe s alelom
RHD*01, a u osobe fenotipa slabog D s alelom koji se od RHD*01 razlikuje po deleciji
unutar okvira ¢itanja ¢.79-81delCTC (ISBT nije jo§ sluzbeno priznao taj alel, tako da

nema sluzbene nomenklature).

U istrazivanju s uzorcima iz Slovenije, Gassnera i sur. [87], navodi se da alel strukture
RHCE*D-CE(2-10), opisan u kineskom istrazivanju autora Shao i Xiong [221], pokazuje
dodatnu specifi¢nost za RHD zbog prisutnosti uzvodnog Rh-okvira i pretpostavlja razli¢it
molekularni mehanizam nastanka alela opisanih u tim dvama istrazivanjima. No u
kineskom istrazivanju [221], u formi pisma uredniku, navedeno je upravo suprotno.
Mehanizam delecije RHD i Rh-okvire opisali su 2000. godine Wagner i Flegel [44].
Komercijalni setovi za testiranje nisu bili dostupni 2004. godine u vrijeme objave prvog
kineskog istraZivanja te je svaki laboratorij izvodio svoje modele testiranja zigotnosti
lokusa RHD. Shao i Xiong detaljno opisuju testiranje sekvence nizvodnog okvira [221].
Uvodno navode, doduse, da u uzorku postoji nizvodni Rh-okvir. Medutim, nakon cetiri
razli¢ita postupka PCR testiranja, zaklju€uju da u uzorku nije dokazan egzon 10 gena
RHD te da nedostaje i 5’-kraj nizvodnog okvira. Autori su naveli hipotezu, jer
eksperimentalno nisu to opovrgnuli, da je moguce da se radi o alelu gena RHCE. Dodatno
su pokazali, negativnim rezultatom u PCR reakciji specifi¢noj za intron 2 gena RHD, da
egzon 2 tog alela, pozitivan u testu PCR-SSP za egzone RHD, najvjerojatnije potjece od

alela RHCE*02 (*Ce), iako egzoni 2 obaju gena imaju iste sekvence.

O trenutacno neprimjerenoj uredenosti baza podataka za prisutnost i u€estalost varijanti
gena sustava Rh u pojedinim populacijama govori i podatak da baza alela RHeference u
popisu literature za taj alel spominje i tri istrazivanja koja opisuju potpuno inverzne alele
[76]. Radi se o alelima u kojima je egzon 1 iz RHCE, a ostali egzoni iz RHD, strukture
RHD*CE-D(2-10), odnosno RHD*CE(1)-D, sto potvrduju opis i slika u ¢lanku Westhoff
1 sur. (pritom su suautorice jedna od najcitiranijih imena u ovom podrucju transfuzijske

medicine — Connie Westhoff, Jill Storry, Marion Reid) [224]. Znajuéi ono §to je danas
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poznato, definirani alel vjerojatno je bio RHD*01.01 jer je opisan egzon 1 iz gena RHCE
zbog p.16Cys (c.48C), $to je jedina razlika alela RHD*01.01 od standardnog RHD*01.

Testom zigotnosti lokusa RHD ispitaniku u ovom istrazivanju dokazana je homozigotnost
za deleciju lokusa RHD. Eksperimentalno nije eksplicitno pokazano koji je od dvaju alela
RHCE u ovog ispitanika modificiran, odnosno u kojem se od njih nalazi odsjecak
sekvence RHD. Dvije potencijalne strukture genotipa RHCE ispitanika prema rezultatima
ovog istrazivanja, testiranja metodom qPCR, shematski su prikazane na Slici 31. Genotip
ispitanika moze biti dCe/d(ce)var (Slika 31; opcija 1) ili d(Ce)var/dce (Slika 31; opcija 2),
pri ¢emu indeks var oznac¢ava promijenjeni alel na lokusu RHCE, hibridni alel strukture
RHCE*D-CE(2-10).

Ovo istrazivanje prvi put je na svjetskoj razini pokazalo da ispitanik s tim hibridnim

alelom, koji uop¢e nema lokus RHD, na eritrocitima ima epitop ili epitope RhD.

Rezultati testa adsorpcije i elucije za identifikaciju protutijela anti-D eluiranih s eritrocita
do ovog su istrazivanja za produkt ovog alela objavljeni samo u dva kineska istrazivanja
i oba puta rezultat je bio negativan [221,222]. U ovom istrazivanju test adsorpcije i elucije
izveden je dvaput. Reaktivnost protutijela anti-D eluiranih s eritrocita ispitanika bila je
2+. Nazalost, nije bilo mogucée dobiti odgovor proizvodaca reagensa anti-D postoji li
mogucnost vezanja paratopa protutijela anti-D koje smo upotrebljavali u testiranju na
epitop ili epitope antigena D koje kodira egzon 1 ili eventualno egzoni 1 i 2 gena RHD.
Nije objasnjeno je li to podatak koji proizvoda¢ nema jer nikad nisu radili takva
istrazivanja ili im taj podatak uop¢e mozda nije ni bio poznat zbog jo$ nedovoljno
definirane stvarne trodimenzionalne strukture antigena D [21,33,34,36,72,73]. Jedina
dodatno dobivena informacija bila je koji se klonovi vezu na pojedine epD [70]. Buducéi
da su epD opisani samo prema reaktivnosti pojedinih klonova anti-D te nisu stvarni
epitopi RhD, ta se informacija nije pokazala relevantnom za objasnjenje rezultata. Sli¢éno
su odgovarali i drugi kontaktirani proizvodaci protutijela anti-D. Jedino bi se izravnim
dokazivanjem veze paratop protutijela — epitop antigena, odnosno dokazom da je epitop
na koji se veze paratop protutijela anti-D kodiran sekvencom RHD mogao potpuno
objasniti mehanizam nastanka dobivenog pozitivnog rezultata u testu adsorpcije i elucije.
Taj podatak mogao bi objasniti zasto poc¢etnim seroloskim testiranjem nije bilo moguce
dokazati postojanje epitopa RhD jer je moguce da konkretan reagens anti-D ne veze
epitop ili epitope RhD prisutne u uzorku.
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U nedostatku navedenih informacija test adsorpcije i elucije hotimice je napravljen
dvaput, iz dva neovisna uzorka Kkrvi ispitanika. Potvrdni test provodila je druga osoba i s
drugim serijama reagenasa te je ponovno identificirano protutijelo anti-D eluirano s
eritrocita ispitanika. Ujedno je oba puta testiran i posljednji supernatant nakon ispiranja
usporedno s eluatom, kao potvrda da je protutijelo anti-D otkriveno u eluatu stvarno
eluirano s eritrocita i ne predstavlja nevezano slobodno protutijelo iz seruma ispitanika.
Supernatant bio je negativan, u njemu nije dokazano protutijelo anti-D. Time je kona¢no
potvrdeno da je protutijelo anti-D u testu bilo zaista vezano na eritrocite ispitanika i
smanjena je moguc¢nost ljudske pogreske pri izvodenju testa, ¢ime je dodatno povecana
sigurnost u objavljeni rezultat dokazanog protutijela anti-D. Nakon dobivenih rezultata
ispitaniku je promijenjen nalaz kao davatelja krvi, bez obzira na to sto uopée nema gen
koji kodira protein RhD, kako njegove doze ne bi ubuduée mogle imunizirati RhD

negativne primatelje transfuzija krvi.

Primjena NGS tehnologije u imunohematologiji tek je u zacetku. Trenutno se vode
rasprave oko implementacije metode i algoritama kojima bi se mogla pravilno odrediti
zigotnost alela sustava Rh te poravnati hibridni aleli. Zasad se NGS ne provodi rutinski,
ne postoje komercijalni testni setovi, ograni¢en je na vrlo malen broj istrazivackih
laboratorija te je testiranje alela sustava Rh jos uvijek vrlo skupo. Zbog navedenih razloga
nije bilo moguénosti sekvenciranja tog uzorka, §to je definitivno jedan od buduc¢ih ciljeva,
kako bi se potvrdile ili pak opovrgnule hipoteze o strukturi hibridnog alela navedene u

nastavku.

Za definiciju hibridnih alela na lokusu RHCE vazno je odrediti to¢na mjesta prekida
(engl. break points) sekvence RHD unutar alela RHCE te precizirati koji je alel RHCE
modificiran sekvencom gena RHD. Potrebno je opisati i tip mutacije u genu RHCE
(kalupna mutacija — makrokonverzija/mikrokonverzija ili nekalupna mutacija). Vazno je
objasniti situaciju pozitivnog rezultata za dokaz protutijela anti-D u testu adsorpcije i
elucije, odnosno utvrditi mehanizam kojim se protutijelo anti-D moglo vezati na
modificirani protein RhCE. Naposljetku, u vezi s budu¢om sluzbenom nomenklaturom
ISBT-a, potrebno je opisati u koju ¢e skupinu glavnih alela RHCE pripadati taj hibridni

alel.

Ovo istrazivanje ponudilo je dovoljno snazne rezultate za postavljanje vjerodostojnih

hipoteza i teorija koje bi mogle odgovoriti na ta pitanja.
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Do sada u literaturi za ovaj alel nisu opisana mjesta prekida sekvence RHD unutar gena
RHCE. Shao i Xiong [221] na temelju svojih rezultata stvorili su hipotezu gdje je doslo
do crossing-overa, jer su taj alel smatrali alelom RHD, uz napomenu da je moguce da se
radi o alelu RHCE. U ovom istrazivanju amplifikacijom sekvence hibridnog Rh-okvira
dokazan je alel na lokusu RHCE, pa crossing-over izmedu gena RHCE i RHD nije
realisti¢cna moguénost nastanka, ve¢ je to najvjerojatnije konverzija gena kojom su nastala
dva mjesta prekida (Slika 8A). Na tu tvrdnju upuéuje rezultat testa zigotnosti lokusa RHD.
Da se radi 0 nereciproénom crossing-overu ¢ija bi posljedica bila jedno mjesto prekida,
dio sekvence hibridnog alela 5’ od mjesta crossing-overa bio bi iz jednog homologa, a
3’ od mjesta crossing-overa iz drugog homologa. Kad bi crossing-over bio mogucéi
mehanizam nastanka, bila bi prisutna ili sekvenca uzvodnog ili nizvodnog okvira. S

obzirom da je u DNA ispitanika potvrden isklju¢ivo hibridni okvir, to nije moguce.

1z Slike 31 moze se zapaziti da iz dobivenih rezultata testiranja metodom qPCR na samom
pocetku analize rezultata postoje dvije mogucnosti. U Tablici 15 navedeni Su svi
polimorfizmi alela sustava Rh ovog ispitanika odredeni metodom qPCR. Polimorfizmi u
egzonima 3 1 5 nisu relevantni za ovu raspravu, jer su to po rezultatu ovog istraZivanja
definitivno i nedvojbeno egzoni gena RHCE u hibridnom alelu. Polazi$ni aleli
modificirani sekvencom gena RHD jesu RHCE*01 (*ce) ili RHCE*02 (*Ce). Dokazani
su seroloski fenotipom Ccee i metodom gqPCR koja je potvrdila polimorfizme koji ih
kodiraju. Glavni rezultat testiranja ovog uzorka metodom gPCR jest potvrda za SNV
c.-132G>A, sekvencu koja je inace karakteristicna za RHD. Hibridni alel stoga ima

potvrdenu sekvencu c.-132A jer ona nije specifi¢na za alele RHCE koji imaju c.-132G.

Zato je sigurno da je 5’-kraj odsjeCka RHD u sekvenci hibridnog alela na neodredenoj
poziciji u smjeru 5’ od ¢.-132 unutar 5’UTR (ukljuéujuci i tu poziciju) i 3’ od uzvodnog
okvira ¢ija sekvenca dokazano ne postoji u DNA ovog ispitanika. Sto se tice 3’-kraja
odsjecka sekvence gena RHD, u teoriji postoji nekoliko opcija. U nastavku su opisane
njihove podudarnosti s dobivenim rezultatima. Rezultati koji se moraju uzeti u obzir u
svakoj teoriji jesu pozitivne probe za RHCE ¢.48G, uobicajeno u alelima za antigen c, te
RHCE ¢.48G>C, uobicajeno u alelima za antigen C (Slika 30A). Prednje pocetnice (engl.
forward primers) amplikona na koje su vezane te probe specifi¢no se vezu ba$ na te
polimorfizme, a straznje su pocetnice (engl. reverse primers) diskriminatorne za

sekvencu introna 1 specifi¢nu za RHCE.
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Prva opcija — hibridni alel kodira antigen c, (ce)var

Genotip takva uzorka bio bi RHCE*D-CE(2-10) / RHCE*02 (*Ce) odnosno dCe/d(ce)var

(Slika 31; opcija 1). Ova opcija nije u skladu s dobivenim rezultatima.

Kljuéan ¢imbenik koji tu opciju ¢ini iznimno malo vjerojatnom jesu pozitivni rezultati
dviju proba za SNV u genu RHD ¢.48G>C. Tim se probama odreduje polimorfizam inace
prisutan u alelima RHD*01.01, RHD*10.13 i RHD*09.04, a upravo je po ovom
posljednjem, najucestalijem od navedena tri alela, proba u testu dobila naziv [76].
Pocetnice za tu reakciju vezu se na sekvence c¢.-132A i ¢.48C, sto daje specifi¢nost za
RHD. Da je sekvencom RHD modificiran alel RHCE*01 (*ce), uobicajene sekvence
€.48G, to bi podrazumijevalo negativan rezultat probe RHD ¢.48G>C. Postoje, doduse,
rijetke varijante RHCE*01 s ¢.48G>C, koji moze utjecati na slabiju ekspresiju antigena
e, Sto nije utvrdeno u serolo§kom rezultatu uzorka ispitanika [102]. Tada bi za objasnjenje
pozitivnog rezultata probe RHCE ¢.48G preostalog alela, RHCE*02 (*Ce), on takoder
trebao biti rijetka varijanta jer je uobicajena sekvenca u alelu RHCE*02 ¢.48C.

U skladu s navedenim, opcija da se odsje¢ak RHD nalazi umetnut u alel RHCE*01 (*ce)

koji kodira za polimorfizam antigena c, nije vjerojatna.

Druga opcija — hibridni alel kodira antigen C, (Ce)var

Genotip takva uzorka bio bi RHCE*D-CE(2-10) / RHCE™*01 (*ce) odnosno d(Ce)var/dce

(Slika 31; opcija 2). Ova je opcija u skladu s dobivenim rezultatima.

S obzirom na pozitivan rezultat proba za SNV RHD ¢.48G>C, ¢ini se najizglednijom
upravo ova opcija. Taj polimorfizam mora biti prisutan u hibridnom alelu, jer je on vezan
u cis-poziciji u amplikonu s polimorfizmom c.-132A koji je karakteristika gena RHD.
Polimorfizam RHCE ¢.48G>C uobicajeno je prisutan u alelu RHCE*02 (*Ce), $to bi u
ovom slucaju znacilo da takoder potjece iz hibridnog alela. Taj amplikon pocinje na
5’-kraju pocetnicom specificnom za ¢.48C, a na 3’-kraju ga omeduje specificni
polimorfizam za RHCE u intronu 1. Preostali dokazani SNV RHCE ¢.48G bio bi u toj
situaciji iz alela RHCE*01 (*ce).

Time su svi polimorfizmi navedeni u Tablici 15 pobrojani 1 dodijeljeni odgovaraju¢im

alelima, stoga je ova opcija najvjerojatnija.
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Kombinacija rezultata dviju proba RHD ¢.48G>C i RHCE ¢.48G>C, kao i ¢injenica da je
promijenjen najvjerojatnije alel RHCE*02 (*Ce), omogucuje i dvije hipoteze za 3°-kraj
odsjecka sekvence gena RHD u hibridnom alelu ispitanika iz ovog istrazivanja. Prema
prvoj, najvjerojatnijoj hipotezi, 3’-kraj odsjecka RHD u sekvenci hibridnog alela nalazi
se na neodredenoj poziciji u smjeru 5’ od ¢.48 unutar egzona 1 ili 5’UTR. Budu¢i da ¢.48
u hibridnom alelu potje¢e od RHCE*02 (*Ce), 3’-kraj odsjecka RHD mora biti u smjeru
5’ od te pozicije. Po drugoj hipotezi, koja je manje vjerojatna, odsjecak RHD u hibridnom
alelu potjece od iznimno rijetkog alela RHD*01.01 koji sadrzi SNV ¢.48G>C. Kako je
taj SNV jednak i u alelu RHCE*02 (*Ce), 3’-kraj odsjecka RHD tada mora biti u
neodredenoj poziciji u intronu 1 na koji su vezane pocetnice amplikona i na koji se veze

proba RHCE ¢.48G>C, jer je i ona pozitivna u uzorku ispitanika, a specifi¢na je za RHCE.

Najvjerojatnija ograni¢enja sekvence RHD u hibridnom alelu RHCE ispitanika stoga su:
e 5’-kraj: pozicija 5’ od c.-132 u 5’UTR, 3’ od uzvodnog Rh-okvira
e 3’-kraj: pozicija 5’ od ¢.48 u egzonu 1.

Kao najizgledniji podskup svih sekvenci koje zadovoljavaju ta ograni¢enja te
najjednostavnije objasnjenje svih dobivenih molekularnih rezultata, ¢ini se upravo

kalupna promjena jedne baze (SNV) u 5’UTR alela RHCE*02, c.-132G>A (Slika 38).

«—— 5'UTR egzonl —

RHCE*02 (RHCE*Ce)

e R
RHCE*01 (RHCE*ce)

konverzija gena
c.-132 | c.48

RHCE*02 (RHCE*Ce)

e — L CE*0] (RHCE*ce)

kalupna promjena .
jedne baze (SNV) hipoteza

Slika 38. Hipoteza o smjestaju sekvence RHD unutar gena RHCE u ispitanika s hibridnim alelom
strukture RHCE*D-CE(2-10). Plavo su sekvence koje potjecu iz gena RHCE, a crveno iz gena RHD.
(A) moguca sekvenca RHD na temelju rezultata istrazivanja, (B) najizglednija moguénost (hipoteza).
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Potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se povezao molekularni mehanizam nastanka
ovog alela s rezultatima testa adsorpcije i elucije u ovom istrazivanju, prije svega kona¢no
definiranje strukture alela i odredivanje svih intronskih i egzonskih polimorfizama,
najbolje metodama NGS. Ako se prihvati hipoteza o polimorfizmu jedne baze u 5°UTR,
postoje istrazivanja koja su pokazala vezu izmedu polimorfizama u 5’UTR i promijenjene
ekspresije proteina [225]. 1zgleda da je ovaj pretpostavljeni polimorfizam u 5’UTR, inace
karakteristi¢an u alelima RHD, mogao utjecati na promjenu strukture proteina RhCE kao
produkta hibridnog alela, tako da su se formirali epitop ili epitopi RhD, $to je u inverznoj
situaciji zakljucak i za razli¢ite D-varijante [73]. To bi moglo biti potencijalno objasnjenje
kako su se protutijela anti-D u testu adsorpcije i elucije vezala na produkt hibridnog alela
u ovom istrazivanju. Na valjanost hipoteze da je struktura proteina RhCE u ovog
ispitanika promijenjena ukazuje ponajvise rezultat negativne kontrole u testu adsorpcije i
elucije. Eritrociti negativne kontrole imali su jednaki Rh-fenotip dCcee, kao S$to je
seroloski odredeno i u uzorku s ovim hibridnim alelom. Za razliku od produkta hibridnog
alela, kontrolni eritrociti nisu adsorbirali protutijela anti-D jer nisu identificirana u eluatu.
Iz toga proizlazi da je struktura proteina RhCE u ispitanika nastalog kao produkta
hibridnog alela RHCE morala biti razli¢ita od produkta nepromijenjenog alela RHCE*02,
oba s jednakim Rh-fenotipom dCcee. Brojni su primjeri alela RHD ¢iji su produkti
antigeni D DEL fenotipa, pa i u ovom istrazivanju (RHD*DEL44). Oni se ne mogu
rutinski otkriti seroloskim metodama, a fenotipski pokazuju epitope RhD dokazane
testom adsorpcije i elucije. Postoji analogija izmedu takvih situacija i seroloskih rezultata

uzorka s hibridnim alelom na lokusu RHCE u ovom istrazivanju.

Na kraju rasprave o ovom hibridnom alelu potrebno se kratko osvrnuti na njegov naziv.
Alel jos nije definiran u sluzbenom popisu alela ISBT-a zbog odredenih nedorecenosti i
proturjecnosti u dosadasnjim opisima [87,221-223]. Zbog toga se zasad moze opisivati
samo strukturom hibridnog alela. Kad i ako alel te strukture bude prihvacen, i dobije
sluzbeni naziv ISBT-a, sluZbena nomenklatura same strukture najvjerojatnije ¢e ipak biti
RHCE*D(1)-CE. Razlog tomu lezi u uobicajenoj nomenklaturi hibridnih alela, koja
nalaze da se brojkom oznacavaju egzoni umetnutog odsjecka koji potjeCe od drugog
paraloga. To se moZe usporediti s alelom RHD*DEL44, ¢ija se struktura oznacava s
RHD*D-CE(4-9)-D. U pisanju disertacije pojavila se dvojba kako oznacavati strukturu
pronadene varijante gena RHCE, pogotovo zbog prikazane rasprave i potencijalne
promjene jedne baze (SNV) u 5'UTR. Radi uskladenosti s literaturom, za glavni naziv
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strukture alela u disertaciji odabran je ipak RHCE*D-CE(2-10) jer je tako do sada opisan
u svim radovima. Vjerojatno je to zato sto su aleli odredivani reagensima za RHD, pa se
najprije ¢ak smatrao i alelom RHD u koji bi odsjecak RHCE bio umetnut [221]. Za tako
oblikovani alel RHD nomenklatura s ,,CE(2-10)* bila bi opravdana. U ovoj situaciji, kad
se dokazano radi o alelu na lokusu RHCE, nije umetnut odsjecak ,,CE(2-10)“, ve¢
odsje¢ak ,,D(1)“. Baza alela RHeference navodi i precizniji prikaz strukture alela,
RHCE*D(1)-CE [76]. Kakva ¢e biti konac¢na sluzbena nomenklatura ISBT-a za ovaj alel,
a ne za njegovu strukturu, nije moguce predvidjeti u ovom trenutku. Rezultati ovog
istrazivanja i ova rasprava nedvojbeno upucuju na to, da se radi o podtipu unutar skupine
alela RHCE*02 (*Ce), pa bi sluzbeni naziv alela morao biti oblika RHCE*02.XY.

5.3. Usporedba rezultata istrazivanja s drugim populacijama

Molekularnim testiranjem polimorfizama gena RHCE nisu dobiveni rezultati razli¢iti od
seroloskog odredivanja antigena C, ¢, E i e, §to je bilo o¢ekivano. Upotrebljavani reagensi
odreduju polimorfizme odgovorne za ekspresiju tih antigena, uz jo§ neke dodatne koji su

produkt alela RHCE rijetkih u populacijama europskog porijekla [76].

U ovom istrazivanju dokazana su Cetiri genotipa na lokusu RHCE te jo$ jedan genotip
koji je pretpostavljen na temelju ucestalosti haplotipova (Ce/cE u fenotipu ispitanika
CcEe). Od tih pet genotipova u ovom istrazivanju Cetiri su navedena u Tablici 3 s
ucestalo$¢u u opéoj populaciji davatelja krvi ve¢om od 0,01 %. Pronaden je jedan uzorak
fenotipa dCCee. S obzirom na relativnu rijetkost da su antigeni C kodirani s oba alela
lokusa RHCE, ispitanik tog fenotipa imao je a priori ve¢u vjerojatnost za prisutnost nekog
alela na lokusu RHD. Medutim, tom je ispitaniku ipak potvrdena delecija RHD. Ostali

genotipovi RHCE, ocekivano, nisu bili dokazani, jer su iznimno rijetki.

Ucestalost alela RHD odgovornih za seroloski RhD negativan rezultat je niska i vrlo
razli¢ita izmedu razli¢itih populacija. Njihova ucestalost u populacijama manja je od 1 %.
Unutar skupine seroloski RhD negativnih davatelja krvi ucestalost varijanti gena RHD
najmanja je u populacijama europskog porijekla, nesto je ve¢a u populacijama africkog
porijekla, a najveca u populacijama azijskog porijekla. Kako je opc¢a ucestalost RhD
negativnog fenotipa u obrnutoj proporcionalnosti (najveca u populacijama europskog, a

najmanja u onima azijskog porijekla), uCestalost varijanti gena RHD u RhD negativnim
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fenotipovima u svim je populacijama otprilike sli¢na i manja od 1 %. S obzirom na takvu
ocekivanu ucestalost alela RHD, na ukupno relativno malu populaciju davatelja krvi u
usporedbi s ostalim istrazivanjima te na neospornu etnicku homogenost stanovnistva
dviju zupanija [226], istrazivanje je a priori imalo znacajan potencijal biti neuspjesno.
No, nedvojbeno su utvrdeni aleli RHD u RhD negativnih davatelja krvi i u takvoj

populaciji, s usporedivom ucestalosti u populacijama Europe [46,89,150,176,177].

U ovom je istrazivanju ucestalost alela RHD te posljedicno i ucestalost ispitanika s alelom
RHD u ispitanika s fenotipom ccee bila 0,00 %. U ispitanika s ostalim fenotipovima
(C+ i/ili E+) ucestalost alela RHD bila je 0,87 %, a ucestalost ispitanika s alelom RHD
1,74 %. Svi aleli RHD pronadeni u ovom istrazivanju bili su u skupini ispitanika C+ i/ili
E+ (115/704, 16,34 %), §to se i oCekivalo, jer je utvrdeno da se najviSe varijanti gena
RHD moze odrediti u osoba s antigenima C i/ili E [87]. Svi su bili u ispitanika fenotipa
Ccee (ukupno 87/704, 12,36 % svih ispitanika). U najvecoj skupini ispitanika fenotipa
ccee (589/704, 83,66 %) nije pronaden alel RHD, u skladu s oéekivanjima.

Jedno od vecih istrazivanja prisutnosti alela RHD u uzorcima Rh-fenotipa dccee bilo je
ono Gowland i sur. 2014. godine, koje je bilo kljuéno u donosenju odluke o obaveznom
molekularnom testiranju lokusa RHD svih serologki RhD negativnih uzoraka u Svicarskoj
[149]. Tako nije eksplicitno navedena ucestalost alela RHD u uzorcima fenotipa dccee,
ona se moZe izracunati iz predocenih podataka te je ucestalost ispitanika s alelom RHD u
uzorcima fenotipa dccee bila 0,028 %. U austrijskom istrazivanju Polin i sur. iz 2009.
godine ucestalost ispitanika s alelom RHD u uzorcima fenotipa dccee bila je razmjerno
visokih 0,15 % [176]. Usporedbom ucestalosti u tom istrazivanju i one u radu $vicarskih
autora [149], dobiva se statisticki znacajna razlika (XZ = 14.683, P < 0,05, s jednim
stupnjem slobode). U austrijskom istrazivanju odredena je razmjerno velika ucestalost
alela RHD*09.05 (RHD*weak D type 4.3), koji dolazi u haplotipu s RHCE*01. Kasnija
istrazivanja potvrdila su, da je taj alel RHD gotovo specifi¢an za podru¢je Gornje Austrije.
Iskljuce li se iz izracuna ti uzroci, dobije se ucestalost ispitanika s alelom RHD u uzorcima
fenotipa dccee 0,014 %, sto je usporedivo sa Svicarskim istrazivanjem bez statisticki
znadajne razlike (x> = 1.041, P = 0,308, s jednim stupnjem slobode). S obzirom na tako
nisku ucestalost opisanu u literaturi, nije se o¢ekivalo da bi se u ispitivanoj populaciji od
589 ispitanika fenotipa ccee mogli odrediti aleli RHD. Preslika li se doslovno $vicarska
ucestalost 0,028 % [149], to bi znacilo da je od 589 ispitanika fenotipa ccee alel RHD

trebalo pronaci u 0,16 ispitanika, Sto nije bilo realisti¢no.
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S obzirom na ucestalost alela u ispitivanoj populaciji, oekivano je najveca ucestalost
haplotipa dce (91,62 %), kao i genotipa dce/dce (83,66 %). Prema ranije opisanim
usporedbama ucestalosti alela koji ¢ine haplotipove i genotipove, pronadeni haplotipovi
i genotipovi usporedivi su s europskim populacijama. Potrebno se osvrnuti na haplotipove
i genotipove s dva DEL alela RHD pronadena u ovom istrazivanju. Uobi¢ajen postupak
u transfuzijskoj medicini jest utvrditi haplotip i genotip iz fenotipa ispitanika. Uzorcima
s alelima RHD u ovom istrazivanju dokazan je fenotip DCcee te je pretpostavljen genotip
DCe/dce. Ovaj fenotip nastaje kao rezultat triju moguc¢ih genotipova koji ga kodiraju
(Tablica 3, genotipovi rednih brojeva 9, 10 i 11). Ispitanici su u ovom istraZivanju
hemizigoti za lokus RHD pa nije moguce da je genotip tih ispitanika DCe/Dce, bez obzira
na ucestalost tog genotipa ve¢u od 1 %. Od dvije preostale mogucénosti, genotip DCe/dce
ima viSe od 650 puta vecu ucestalost od iznimno rijetkog genotipa Dce/dCe. Zbog toga

je utvrden pretpostavljeni genotip tih dvaju ispitanika kao DCe/dce.

U Hrvatskoj se testiranje gena sustava Rh provodi dulje od jednog desetljeca. Objavljena
su populacijska istrazivanja molekularnog odredivanja alela slabih antigena D (Pogi¢ i
sur.) [74], odredivanja DEL fenotipa u Dalmaciji (Dajak i sur.) [90] te alela RHD u
klinickim uzorcima (Gojceta i sur.) [227]. Safi¢ Stani¢ i sur. [91] 2020. godine objavili
su istrazivanje u populaciji RhD negativnih davatelja krvi srediSnje Hrvatske koje se
metodoloski razlikuje od ovog istrazivanja. U ovom istraZivanju svi su Uzorci ispitanika,
seroloski RhD negativnih davatelja krvi, testirani pojedina¢no molekularnim probirnim
testom za RHD. U istraZivanju [91] pocetni probir napravljen je u po€etnoj mjesavini
(engl. pool) od 20 uzoraka. U slucaju pozitivnog rezultata ponovno se testiralo pet
mjesavina s po Cetiri uzorka, te naposljetku pojedinac¢no cetiri uzorka iz eventualno

pozitivnih mjeSavina.

Ovo istrazivanje prvo je koje je pokazalo prisutnost DEL alela i u hrvatskoj populaciji.
Do sada je u nekoliko istrazivanja hrvatskih autora dokazano nekoliko razli¢itih antigena
D DEL fenotipa [90,91]. Medutim, nijedan primjer DEL fenotipa nije bio kodiran DEL
alelom, ve¢ drugim alelima koji pripadaju ostalim grupama alela RHD. U istrazivanju
Dajak i sur. [90] odreden je DEL fenotip kodiran alelom RHD*11, a u istrazivanju Safi¢
Stani¢ i sur. [91] DEL fenotip posljedica je ekspresije nekoliko alela koji ne pripadaju
grupi DEL alela RHD (RHD*11, RHD*01W.2, RHD*01W.28 i alel strukture
RHD*1027delT).
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Ovim istrazivanjem prvi put je u Hrvatskoj dokazana varijanta na lokusu RHCE, hibridni
alel strukture RHCE*D-CE(2-10). Do ovog istrazivanja nije bilo autora u Hrvatskoj koji
bi istrazivali i prikazali polimorfizam lokusa RHCE na molekularnoj razini (osim alela za
klini¢ki najvaznije antigene C, c, E, e). Ovo istraZivanje pokazatelj je da i u hrvatskoj
populaciji postoji odredena varijabilnost na lokusu RHCE koju je potrebno detaljnije

istraziti jer bi se mogla pokazati klinicki vaznom.

Najranije sli¢no istrazivanje u susjednim drzavama bilo je iz Slovenije, sa suradnicima
vec¢inom iz srednje Europe [87]. Istrazivanje alela RHD u davatelja krvi iz Italije (Udine)
objavljeno je 2011. godine [228]. Prvo istrazivanje populacija RhD negativnih davatelja
krvi iz Bosne i Hercegovine te Srbije objavljeno je 2019. godine [92].

5.4. Razrada algoritma molekularnog odredivanja alela sustava Rh u davatelja

krvi u Hrvatskoj

Prema rezultatima ovog istrazivanja te argumentima iznesenim u raspravi ocito je da
molekularna dijagnostika u podru¢ju imunohematoloskog testiranja postaje nuZnost.
Danas postoje brojni molekularni testovi, koji se mogu izabrati ovisno o uzorku (davatelji
krvi, pacijenti, trudnice), populaciji, potrebama ustanove i sl. Odluka o odabiru pojedinih
testova moze se temeljiti na odabiru odgovarajuceg algoritma za testiranje. Pri testiranju
pacijenata potrebno je utvrditi da smiju primiti RhD pozitivan pripravak, odnosno da
trudnica ne treba primiti imunoglobulin. Testiranjem davatelja krvi potrebno je osigurati,
Sto je viSe prakti¢no moguce, da krvni pripravci RhD negativnih davatelja stvarno i jesu

RhD negativni, kako ne bi potencijalno imunizirali RhD negativnog primatelja.

Brojna istrazivanja pokazala su da se najveci broj varijanti gena RHD dokazanih u
seroloski RhD negativnih davatelja krvi nalazi u C- i/ili E-pozitivnih osoba (onih s barem
jednim alelom lokusa RHCE razli¢itim od RHCE*01) [87]. Imunohematoloske metode
ne mogu dokazati odredeni broj D-varijanti [87,229]. S obzirom na dokumentiranu
nesavrSenost seroloSkih metoda, postoje razliciti algoritmi za testiranje RhD. I rezultati
ovog istrazivanja pokazuju, da je u DNA u 3/704 (0,43 %) RhD negativnih ispitanika u
direktnoj aglutinaciji 1 unato¢ negativnom rezultatu u IAT-U prisutna odredena sekvenca
gena RHD. Testom adsorpcije i elucije potvrdena je i prisutnost antigena D DEL fenotipa,
odnosno prisutnost epitopa RhD u membrani eritrocita hibridnog alela na lokusu RHCE.

106



Rasprava

Algoritam uvodenja molekularnog testiranja davatelja krvi koji je predlozen (Slika 34)
temelji se na planu ovog istrazivanja i njegovim rezultatima. Bilo bi moguce napraviti i
algoritam u kojem bi se svim davateljima krvi s reaktivnoscu testa direktne aglutinacije
< 2+ pocetno napravio probirni test. I tako bi se u vecini slucajeva otkrila (naslutila)
varijanta RHD u uzorku pozitivnom na probirnom testu. Medutim, prema rezultatima
ovog istrazivanja, na taj na¢in ne bi mogao biti otkriven hibridni alel na lokusu RHCE
strukture RHCE*D-CE(2-10) koji ima dokazanu ekspresiju epitopa RhD. Taj hibridni alel
nema egzone 3, 5 ni 10 iz gena RHD pa bi u probirnom testu reagirao negativno. Stoga je
predlozen algoritam, kao direktna posljedica rezultata ovog istrazivanja, bolje rjeSenje,

kako bi se jos viSe smanjila moguénost lazno negativnih rezultata.

Rezultati ovog istrazivanja upucuju na to da bi uvodenje molekularnog odredivanja alela
sustava Rh u seroloSki RhD negativnih davatelja prema predlozenom algoritmu
doprinijelo povecanju sigurnosti primjene krvnih pripravaka. Sli¢no je jo§ 2013. godine
napravljeno u Svicarskoj, otkad je u cijeloj drzavi obavezno molekularno testiranje svih
seroloski RhD negativnih davatelja krvi [149,150]. Sli¢no se radi u nizu drzava na razini
transfuzijskih centara, poput Njemacke [89,210], Austrije [87,176], Brazila [175] ili
SAD-a [233]. Davatelji krvi koji su na probirnom testu pozitivni za RHD, mogu se
dostupnim testovima dalje testirati, radi utvrdivanja detaljne molekularne osnove

pozitivnog probirnog testa.

Algoritmom se predlaze ponoviti testiranje u drugog davanja krvi istog davatelja. Time
bi se smanjila moguénost utjecaja administrativnih pogreSaka na pohranjene rezultate u
informacijskom sustavu (ljudska greska pri testiranju, pogresno oznacen uzorak 1 sl.).
Dugoro¢no, samo bi se novi davatelji krvi trebali testirati probirnim ili testom za

proSirenu tipizaciju alela sustava Rh i to samo pri prvom i drugom davanju krvi.

DNA testiranje nije potrebno raditi svaki put kad se odreduje krvna grupa davatelja krvi,
odnosno, ako se proSiri doseg ovog algoritma, pacijenta ili trudnice. S obzirom na
dostupna informaticka rjeSenja, rezultat takva testiranja uvijek moze biti pohranjen u bazi
medicinskih podataka. Kada ta osoba iznova dode na davanje krvi, odnosno za vrijeme
ponovnog medicinskog pregleda pacijenta ili u trudnodi, ta informacija bit ¢e u sustavu,
Sto Ce rijesiti eventualne nejasne seroloske rezultate. Klju¢an ograni¢avajuci faktor danas
je ipak logisticke prirode te se svodi na prisutnost informatickih tehnologija u

medicinskim ustanovama i njihovu medusobnu umrezenost.
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Danas, pocetkom 2022. godine, u Hrvatskoj se molekularna dijagnostika alela krvnih
grupa provodi u Zagrebu ponajprije za davatelje krvi i trudnice u Hrvatskom zavodu za
transfuzijsku medicinu (HZTM) te za testiranje pacijenata i trudnica u Klinickom
bolnickom centru Zagreb, a izvan Zagreba prvenstveno za testiranje pacijenata i trudnica,

ali 1 davatelja krvi u svim Klinickim bolni¢kim centrima (Osijek, Rijeka, Split).

U Hrvatskoj su u 2020. godini prikupljene 171 734 doze pune krvi, od toga 10 432 u
Op¢oj bolnici Varazdin [230]. Prema nacionalnom sustavu za transfuzijsku medicinu ta
je brojka otprilike dvostruko veca od broja davatelja krvi. Radi aproksimacija u nastavku
teksta moze se pretpostaviti da danas u Hrvatskoj godiSnje daruje krv oko 80 000
davatelja krvi. Ta brojka varira, neki davatelji prestaju davati krv jer premasuju dob
potrebnu za davatelje krvi, novi davatelji dolaze, neki daruju krv samo jednom ili
povremeno itd. Kad se rezultati ovog istrazivanja priblizno preslikaju na Hrvatsku (ne u
statistickom 1 strogo znanstvenom smislu jer populacije nisu provjereno ekvivalentne, ve¢
za potrebe izracuna), dobivaju se sljedeci podaci. Najvise 16 000 davatelja (20 %) bilo bi
RhD negativno (u ovom istrazivanju 19,7 %). Medu njima, najvise 20 % imalo bi antigene
C 1/ili E (u ovom istrazivanju 16,62 %), Sto je najvise 3 200 davatelja. U ovom istrazivanju
ucestalost ispitanika s alelom RHD u skupini svih RhD negativnih davatelja krvi bila je
0,28 %, pri ¢emu je gornja granica 95 %-tnog intervala pouzdanosti 1 : 97 ili 1,03 %. Uz
aproksimaciju od ¢ak 1,25 % takvih davatelja, radi se o brojci od oko najvise 200 RhD
negativnih davatelja krvi s nekom varijantom gena RHD. Krvni pripravci tih dvjestotinjak
davatelja krvi danas su u Hrvatskoj potencijalni izvor imunizacije pacijenata koji ih
primaju u transfuzijskom lijeCenju. Primjenom predloZenog algoritma testiranja njihovi
Krvni pripravci mogu se pravilno primijeniti za lije¢enje RhD pozitivnih osoba te izbjeci

potencijalna imunizacija RhD negativnih osoba.

Testiranje davatelja na gore opisani nacin potrebno je napraviti u prvoj godini uvodenja
molekularnog probira. U kasnijim godinama testirali bi se samo novi davatelji krvi. Udio
novih davatelja krvi u Hrvatskoj bio je u 2017. godini 7,65 %, u 2018. godini 6,78 % te u
2019. godini 6,17 % [231,232]. Radi jednostavnijeg izracuna pretpostavit ¢e se udio novih
davatelja od 10 %. Prema tomu, broj novih davatelja godisnje bio bi 8 000, od kojih bi
najvise 1 600 bilo RhD negativno, a najvise 320 imalo bi antigene C i/ili E. Uz gornji
izraCun, godisnje bi najvise 20 (1,25 % RhD negativnih) novih seroloski RhD negativnih
davatelja krvi imalo alel RHD. Smanji li se, jednostavnosti radi, broj radnih dana godisnje
na 200, uz testiranje novih davatelja dvaput prema algoritmu (prvo i drugo davanje krvi),
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to bi podrazumijevalo prosje¢no 16 uzoraka dnevno za probirni test na RHD (dvije serije
gPCR) te prosjecno oko 3 uzorka dnevno za test koji odreduje proSirenu tipizaciju gena
sustava Rh (tri serije qPCR). Uz testove upotrebljavane u ovom istrazivanju te uz
navedene vrlo Siroke aproksimacije naviSe, rezultati molekularnog testiranja alela sustava
Rh u uzorcima svih davatelja krvi u Hrvatskoj u prosjeku mogu biti napravljeni na jednom
uredaju qPCR unutar jedne smjene svakog radnog dana, uz vrijeme zauzetosti jedne osobe

(engl. hands-on time) od prosje¢no 1 do 1,5 h dnevno.

Logistika za ovaj projekt u Hrvatskoj ve¢ je u velikoj mjeri u funkciji. U svim regionalnim
klinickim bolnickim centrima dostupna je tehnologija molekularnog testiranja, a svi
centri rutinski seroloski testiraju uzorke davatelja krvi na antigene sustava ABO i RhD.
Potrebna je samo odluka zdravstvenih vlasti da se uvede molekularno testiranje za alele
sustava Rh. Alternativno rjeSenje predstavlja objedinjeno testiranje u HZTM-u slanjem
dodatnog uzorka krvi, budu¢i da se uzorci davatelja krvi iz cijele Hrvatske ve¢ sada
svakodnevno $alju u HZTM na obavezno NAT testiranje (engl. nucleic acid testing) za
krvlju prenosive bolesti, konkretno na viruse HIV, HCV i HBV, §to je propisano
Pravilnikom o osiguranju kvalitete krvi i krvnih pripravaka u zdravstvenim ustanovama,
NN91/19, ¢l. 19 [153].

5.5. Suvremena prakti¢na primjena molekularnih metoda u sustavu Rh

5.5.1. Predvidanje fenotipa RhD iz DNA

Kao krovno svjetsko udruZenje u transfuzijskoj medicini ISBT izri¢ito zahtijeva precizne
pojmove u rezultatima testiranja. Zbog raznovrsnih nacina na koji jedan geneticki dogadaj
moze utjecati na konacni protein, odnosno fenotip, u molekularnoj dijagnostici potrebno
je navesti izraze poput vjerojatni genotip ili predvideni fenotip ili pretpostavljeni haplotip
(slijedom engl. probable, predicted, assumed). Molekularnim testovima radi se ,,samo* s
DNA iz uzoraka, ali barem u teoriji, do antigena ili nepostojanja ekspresije postoji jo§
nekoliko procesa (transkripcijskih, posttranskripcijskih, translacijskih, posttranslacijskih)
kojima potencijalno nije prouc¢en mehanizam ili u kona¢nici nisu testirani usporedno s

istrazivanom DNA.
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Danas postoje komercijalni proizvodi za odredivanje vecéine alela za klinicki vazne
D-varijante [234]. S visokom preciznosti moguce je predvidjeti fenotip RhD testiranjem
DNA neke osobe. RhD negativan fenotip, barem u populacijama europskog porijekla,
veéinom je posljedica homozigotnosti za deleciju RHD. Zato se amplificiranjem neke
regije gena RHD mozZe najjednostavnije odrediti postoji li gen u uzorku, i to pocetnicama
za amplifikaciju samo gena RHD zbog velike homologije sekvenci gena RHD i RHCE.
Regije s razlikama u sekvenci izmedu dva gena jesu egzoni 3,51 7, regija 3' UTR nakon
egzona 10 (sekvenca u genu RHD koja ne postoji u genz RHCE) te intron 4 sa 600 pb u
genu RHD, a 1200 pb u genu RHCE [14,60]. Probirni test za RHD u ovom istrazivanju
bio je upravo takav, egzoni 3, 51 10 RHD, pri ¢emu pocetnice odgovorne za egzon 10
imaju pocetnu poziciju u regiji 3'UTR sa specificnom sekvencom bas za gen RHD. Uvijek
se moraju testirati barem dvije regije gena, kako bi se sprijecili lazni rezultati u hibridnih
alela strukture RHD-CE-D. Radi globalne primjene, svaki molekularni set za testiranje
trebao bi mo¢i odrediti i RHD*Y, alel RhD negativnog fenotipa koji je relativno Cest u

populacijama afri¢kog porijekla [94].

5.5.2. Odredivanje RHD iz fetalne DNA

Klini¢ki je vazno predvidjeti fenotip RhD iz DNA fetusa RhD negativne Zene s
protutijelima anti-D. Ako je fetus D-pozitivan, postoji rizik od HBFN-a, §to je znacajna
informacija i za transfuziolosku i ginekoloSku struku. Ako je fetus D-negativan, nije
rizi¢an i nije potrebna daljnja aktivnost. Kad je molekularna osnova RhD negativnog
fenotipa prvi put odredena, fetalna DNA uzimala se aminocentezom ili iz uzorka
korionske resice, invazivnim postupcima znacajno rizi¢nim za fetus. Nakon otkric¢a
cffDNA u krvi trudnice [235], cffDNA je postala prioritetan izvor fetalne DNA u
D-negativne trudnice [236].

Odredivanje fetalnog RHD u aloimuniziranih Zena danas je rutinski postupak u mnogim
drzavama, posebno u Europi. Metoda je obi¢no qPCR usmjeren na egzon 4 RHD (koji
daje negativan rezultat s RHD*¥), egzon 5 ili 7 te egzon 10 RHD, pa se mogu odrediti i
hibridni aleli strukture RHD-CE-D [237,238]. Ako koji od tih egzona pokaZe reaktivnost,
alel RHD moze se utvrditi sveobuhvatnim testom za proSirenu tipizaciju alela sustava Rh
koji je upotrebljavan i u ovom istrazivanju. U mnogim drzavama pravilo je da se
trudnicama oko 28. do 34. gestacijskog tjedna ponudi imunoglobulin anti-D za

sprecavanje prenatalne imunizacije. Od 11. gestacijskog tjedna visokoproto¢ne metode
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za odredivanje fetalnog RHD to¢ne su te je moguce odrediti fetalni RHD u svih RhD
negativnih Zena [239-242]. Probir za fetalni RHD uveden je u rutinsku praksu, na primjer
u Danskoj [243], Nizozemskoj [244] i Norveskoj [245], a testiranje je dostupno i u
Hrvatskoj [246].

Glavna prednost provodenja probira za fetalni RHD jest ta Sto se trudnice ne moraju
izlagati krvnim pripravcima i povezanim neugodonstima, nelagodi te, iako zanemarivim,
potencijalnim rizicima infekcija zbog injekcija imunoglobulina. Probir za fetalni RHD
omogucuje znacajno smanjenje koli¢ine krvnih pripravaka koji se rutinski daju
trudnicama. Analize troSkova 1 koristi pokazuju ustedu jer je troSak testiranja znatno
manji od troska potrebnog imunoglobulina anti-D. Posebnu vrijednost test ima kad se
napravi rano u trudnoéi i time sprije¢i nepotrebne injekcije protutijela anti-D iza kojih

mogu slijediti imunizacijski dogadaji poput traume ili prijeteceg pobacaja [243].

5.5.3. Test za odredivanje zigotnosti lokusa RHD

Ako RhD negativna trudnica ima protutijelo anti-D, korisno je znati zigotnost oca djeteta
za lokus RHD zbog predvidanja fetalnog fenotipa RhD. Ako je otac djeteta homozigot za
lokus RHD, dijete ¢e gotovo sigurno biti D-pozitivno i nije potrebno testiranje fetusa.
Ako je otac djeteta hemizigot za lokus RHD, postoji jednaka vjerojatnost za D-pozitivan
ili D-negativan fetus. Predvidanje zigotnosti RHD iz seroloski pretpostavljenih
genotipova nije prikladno jer postoje jednostavni molekularni testovi. ldentifikacija
sekvence mjesta prekida unutar uzvodnog i nizvodnog Rh-okvira, ¢ime u RhD
negativnom haplotipu delecijom RHD nastaje hibridni Rh-okvir, omogucila je test za
zigotnost RHD metodom PCR. Njime se direktno odreduje haplotip s delecijom RHD,
bilo pocetnicama ovisnima o sekvenci, kao u ovom istrazivanju (PCR-SSP) [44] ili
restrikcijskom endonukleazom Psf | [247]. Taj je princip prikladan za testiranja u
populacijama europskog porijekla u kojima je delecija RHD u golemoj veéini uzrok RhD
negativnog fenotipa. Nesto je manje precizan u osoba africkog porijekla gdje postoje
znacajnije razlike izmedu sekvenci uzvodnog i nizvodnog Rh-okvira [166]. Globalno
stoga veci potencijal primjene za odredivanje zigotnosti RHD ima metoda gPCR, kojom
se broj kopija gena RHD moze usporediti s nekim genom poznate zigotnosti poput gena
RHCE [248].
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5.6. Izazoviibuduénost odredivanja alela sustava Rh

5.6.1. Baze sekvenci i alela sustava Rh

Jedan od najveéih izazova populacijskih istrazivanja u sustavu Rh neprestano je
otkrivanje novih alela, zbog Cega treba nadopunjavati i proSirivati ve¢ obradene
populacije. Populacijska istrazivanja omoguéuju stvaranje baza podataka s informacijama
o strukturi alela, ekspresiji, haplotipu unutar kojeg je pronaden, fenotipu uzorka, 0 tome
je li pronadeno protutijelo usmjereno na antigen i sl. Za brojne populacije u svijetu nema
podataka o populacijskim istrazivanjima, a za neke populacije ili alele dostupni su podaci
nepotpuni [60,76]. Vaznost svakog objavljenog populacijskog istrazivanja ovakve vrste
odituje se ponajprije u obogacivanju baza alela podacima 0 pojedinim varijantama gena
RHD i RHCE kojih je danas sluzbeno vise od 600 [11,13]. Dugo je znacajna online baza
alela gena RHD bila The Human Rhesusbase [60]. Jo$ opseznija online referentna baza
alela RHeference objavljena je u travnju 2021. godine i opisuje polimorfizme alela RHD,
njihovu ekspresiju i klinicke implikacije [76]. Doprinos toj bazi alela svojim je

istraZzivanjem dao i autor ove disertacije [92].

Problem u radu s bazama alela jest nepostojanje rasporeda azuriranja baza. Baza alela
HLA, na primjer, aZurira se Cetiri puta godiSnje [16]. Ne postoji ni centralizirano mjesto
za pohranu sekvenci novootkrivenih alela, ni novih strukturnih, haplotipskih ili
funkcionalnih obiljezja ranije otkrivenih alela. Radna skupina ISBT-a morat cée

standardizirati te postupke za olaks$avanje istrazivanja i dijagnostike.

Velika teSkoca u istrazivanju alela sustava Rh nedovoljna je uredenost podataka u samim
bazama sekvenci i bazama alela Rh. Tek je 28. studenog 2021. godine u bazi sekvenci
GenBank [14], kao referentna sekvenca gena RHD upisana sekvenca alela RHD*01 za
standardni antigen D, umjesto alela RHD*10.00 iz skupine vrlo rijetkih DAU-alela,
najces¢ih u populacijama africkog porijekla [98]. Podatak da je donedavno netocan alel
bio naveden kao referentan, nerijetko je zbunjivao stru¢nu javnost, no kako je bio poznat,
nije dolazilo do pogresaka u istrazivanjima i objavljenim radovima. Godinama se
sekvenca nije popravljala, no to je konaéno rijeSeno na temelju istrazivanja Tounsi i sur.
te teksta u uvodu rada Fichou i sur. [208, 249]. U raspravi ovdje opisan je i primjer
neodgovarajuce literature za alel strukture RHCE*D-CE(2-10) u bazi RHeference, koja
nudi opis paralognog alela inverzne strukture RHD*CE-D(2-10) ili RHD*01.01 [76].
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5.6.2. Primjena sekvenciranja sljedeée generacije za alele sustava Rh

Izniman porast broja otkrivenih alela HLA posljednjih godina posljedica je testiranja sve
veceg broja uzoraka metodama NGS, koje sve vise postaju rutinske dijagnosticke metode,
Sto je situacija i u Hrvatskoj [250,251]. Sve je viSe i istrazivanja alela razli¢itih sustava
krvnih grupa metodama NGS, pa tako i sustava Rh. Mogucée je odrediti sekvence introna
I regija UTR, koji mogu znacajno utjecati na ekspresiju pojedinog alela [211,225], $to
nije moguce testirati u rutini metodama qPCR, PCR-SSP ili PCR-SSO. Osim testiranja
kodirajucih regija (egzona) danas najceS¢im metodama, time bi se mogla utvrditi vaznost
intronskih polimorfizama za ekspresiju pojedinih alela. I ovo istrazivanje (c.149-29G>C,
RHD*DEL32) naglasava isti stav o vaznosti intronskih polimorfizama za promjene u
ekspresiji alela. To ¢e priliéno obogatiti populacijska istrazivanja jer se dosadasnjim
pristupom uz danas najc¢esc¢e molekularne metode pri rutinskom testiranju veéina sljedova
nukleotida gena sustava Rh ne dokazuje. Dokazuju se samo pojedina¢ni polimorfizmi te

je danas nemoguce jednim rutinskim testom otkriti sve polimorfizme u sekvenci gena.

Glavni bioloski izazovi rutinskog testiranja metodama NGS alela sustava Rh jesu izrazita
homologija gena RHD i RHCE te mogucnost nastanka hibridnih alela. Trenutno se fokus
istrazivanja svodi na unapredenje programskih algoritama za pravilno poravnanje
sekvenci pojedinih odsjec¢aka DNA. Odsjecci velic¢ine 150 ili 200 pb gena sustava Rh u
vecini su slucajeva prekratki da bi sadrzavali neke diskriminatorne pozicije u sekvenci,
kojima bi se pravilno definirao gen kojemu pripadaju. Kodirajuc¢a sekvenca obaju gena
duljine je po 1254 pb sa STOP kodonom, §to ¢ini 0ko 2 % ukupne sekvence gena. Oba
gena kodiraju produkte od 417 aminokiselina, a medusobno se razlikuju u manje od 40
pb (manje od 3,2 %). Najveca gustoca polimorfizama nalazi se u egzonima 3 do 51 7.
Sekvence egzona 8 i 10 potpuno su jednake, a u egzonima 1 i 2 takoder mogu biti jednake,

ovisno o alelu RHCE u uzorku [14].

Prvo sveobuhvatno istrazivanje metodom NGS u sustavima krvnih grupa bilo je autora
Fichou i sur. 2014. godine [252]. Napravili su dva testa: u prvom su pocetnice kreirane
nasumicno prema ciljnoj sekvenci u odgovaraju¢em programu dok su u drugom hotimice,
zbog smanjenja utjecaja homologije u sekvencama gena sustava Rh, napravili dvije
odvojene i razli¢ito obiljeZene mjeSavine za PCR, sa specificnim pocetnicama za egzone
112 RHD (mjesavina A) i egzone 1 i 2 RHCE (mjesavina B). Odsjecci su bili veli¢ine
200 pb te su bili poravnati prema referentnoj sekvenci u bazi sekvenci GenBank [14].
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U prvom testu nisu mogli dobiti to¢nu sekvencu u egzonu 2 odgovornu za ekspresiju
antigena C, zajednicku alelima RHCE*02 i RHCE*04, ali i alelu RHD*01. U drugom

testu s pocetnicama specifi¢nim za pojedini gen, poravnanje je napravljeno to¢no.

Sekvenciranje alela sustava Rh zahtjevno je zbog razli¢itih hibridnih alela struktura
RHD-CE-D i RHCE-D-CE pa je interpretacija rezultata iz kratkih odsjec¢aka u NGS-u
izazovna, jer je pravilno poravnanje uz referentnu sekvencu ¢esto nejasno ili nemoguce.
Na problem hibridnih sekvenci upucuje i1 ovo istrazivanje (sekvenciranje egzona 6 i1 8
alela RHD*DEL44). Tomu se moze doskociti panelima pocetnica za ciljano
sekvenciranje [212] ili odvojenim DNA knjiznicama (engl. DNA library) s razli¢itim
obiljezavanjem (engl. indexing) svakog homolognog gena kako bi se mogle razlikovati
njihove sekvence [252]. Ubuduée bi i aparati koji upotrebljavaju nanopore mogli
sekvencirati direktno iz pune krvi bez prethodne izolacije DNA ili RNA, §to bi moglo
znatno pojednostavniti postupak [253]. U nastavku je opisano nekoliko istrazivanja koja
su se bavila rjeSenjem izazova postupka i informati¢ke analize sekvenciranja alela Rh

metodama NGS.

Schoeman i sur. ukazali su na potrebu ru¢ne interpretacije razlika u broju kopija za to¢no
odredivanje raznih genskih rearanzmana [112]. Taj je postupak posebno vazan kod
hibridnih alela. U hemizigotne osobe za RHD s hibridnim alelom strukture RHD-CE-D,
odsje¢ak RHCE pojavljuje se triput: jednom u hibridnom alelu na lokusu RHD, a dvaput
u dvama alelima na lokusima RHCE. Ako je u homozigotne osobe za RHD sekvenca
RHCE prisutna dvaput, to znaci da nema hibridnog alela na lokusu RHD jer obje sekvence

RHCE potjecu s dvaju lokusa RHCE (po jedna sa svakog od homolognih kromosoma 1).

Chou i sur. kvantificirali su pogreske u odredivanju slijeda nukleotida i zakljucili da je
nepravilno poravnanje gena u sustavu Rh bilo glavni razlog tih pogresaka [254]. U
njihovu istrazivanju podudarnost rezultata s drugim metodama bila je 91,7 %, $to je

premalo i nije prihvatljivo iz klini¢ke perspektive.

Lane i sur. programirali su posebno informati¢ko rjeSenje za automatsku analizu broja
kopija iz podataka u sekvenci [255], vodeni istom premisom kao i Schoeman i sur. [112].
U tom istrazivanju, uz informati¢ku analizu broja kopija, podudarnost rezultata bila je
primjetno bolja od rezultata Chou i sur. [254], te je iznosila 100 % za RHD i 99,5 % za
alele koji kodiraju antigen C (RHCE*02 i RHCE™*04).
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Wheeler i sur. napravili su prilagodeni panel za detekciju alela sustava Rh ciljanim
sekvenciranjem [212] jer egzonima neposredno susjedne intronske regije imaju razlicite
sekvence u alelima RHD i RHCE [14]. Tako se mogu dizajnirati pocetnice za to¢no
poravnanje i kratkih odsjecaka jako homolognih sekvenci (egzoni 1, 2 i 8). IstraZivanje
je provedeno u multietnickom uzorku ispitanika i to¢no je predvidjelo ekspresiju antigena

C u 99,2 % ispitanika, §to je vazno za globalnu rutinsku primjenu testiranja u buduénosti.

Tounsi i sur. prvi su Koristili novi pristup tzv. long-range PCR amplikona u metodi NGS
[206]. Amplificirali su cijeli gen RHD (sa svim egzonima i intronskim sekvencama)
long-range Taqg polimerazom te metodom NGS (sekvenciranje cijelog genoma, WGS,
engl. whole genome sequencing) kona¢no u potpunosti definirali referentni alel gena
RHD, RHD*01. Fichou i sur. sekvencirali su long-read pristupom, uz najnoviji princip
metoda NGS-a — monomolekularno sekvenciranje u stvarnom vremenu, SMRT (engl.

single-molecule real-time), paralelno sekvenciranje pojedinaéne molekule DNA [249].

U sije¢nju 2022. godine objavljeno je istrazivanje autora Zhang i sur. (podudarnost dijela
autora s istrazivanjem [254]) koji su principom SMRT sekvencirali alele sustava Rh
[113]. Tim principom omogucuje se dobivanje mnogo duljih sekvenci za kasnije
algoritme poravnanja u programu, Sto bi, u teoriji, povecalo preciznost odabira gena
kojem pripada odredeni odsjecak. Najprije je napravljena selekcija odsjecaka veli¢ine do
20 kb, ¢ija je sekvenca nadopunjena tehnologijom long-read sekvenciranja. U programu
za analizu napravljen je algoritam koji sve odsjecke DNA virtualno podijeli u odsjecke
duljine 400 pb, od kojih se 300 pb preklapa s prethodnim 1 sljede¢im odsjeckom u
sekvenci. Drugi dio algoritma ukljucuje palindromske sekvence, inace relativno Ceste u
genomima. Palindromska sekvenca jest ona koja je u komplementarnom lancu DNA
jednaka kad se Cita u istoj orijentaciji kao i izvorna. Primjer je palindromske sekvence
5-TGCTAGCA-3' jer je sekvenca u komplementarnom lancu DNA 3'-ACGATCGT-5',
koja je jednaka izvornoj ¢itana u smjeru 5'—3'. Upotreba palindromskih sekvenci sluzi
rjeSavanju klju¢ne razlike izmedu metoda sekvenciranja sljedece generacije kratkih ili
duljih odsje€aka DNA. Pri sekvenciranju krac¢ih odsjec¢aka sekvenca je prili¢no to¢na jer
je stopa pogresaka Taq polimeraze manja od 1 %, dok je pri duljim odsjeccima to¢nost
sekvence niZa, sa stopom pogreSaka Taq polimeraze 10 do 15 % [256]. No kraci odsjecci
teSko se mogu pravilno poravnati uz dvije ili viSe izrazito homolognih sekvenci, poput
alela sustava Rh. Palindromske sekvence u virtualnim odsje¢cima od 400 bp znatno su

poboljsale preciznost poravnanja sekvenci s to¢nim genom na 99,75 do 99,9 %. [113].
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Glavni izazov o¢ekivanog velikog porasta broja alela jest utvrditi klini¢ku posljedicu i
klinicku vaznost odredivanja tolikog broja razlicitih alela. Osnovna je uloga odredivanja
krvne grupe u sustavu Rh sprijeciti mogucnost imunizacije RhD negativnog primatelja
transfuzije krvi. S obzirom na ranije opisanu nejednozna¢nu sljedivost fenotipskog
obiljezja antigena iz odredene genske (egzonske) sekvence, to bi znacilo da se za svaki
novootkriveni alel mora opisati i fenotip kodiranog antigena, koji opet ne mora biti uvijek
jednak. Buduca istrazivanja trebala bi pokazati mogu li promjene u nekodiraju¢im
regijama objasniti razlike u ekspresiji pojedinih alela s istim sekvencama egzona, za $to
su metode NGS u velikoj prednosti nad ostalim metodama. U bliskom budu¢em razdoblju
nuzan je dogovor lije¢nika transfuzijske medicine te struénjaka molekularne biologije i
bioinformatike o tome koje od tih rjeSenja moze biti u¢inkovito primjenjeno u rutinskom
testiranju. Novije tehnologije (SMRT) mogle bi sve te izazove umanjiti ili potpuno
ponistiti. Kombinacija long-read tehnologije sekvenciranja i bioinformati¢kih
algoritamskih rjeSenja mogla bi omoguditi rutinski pristup tehnologije Sirokoj primjeni i
u molekularnoj dijagnostici zadovoljavajuéi visoke standarde tocnosti rezultata testiranja

prema zahtjevima transfuzijske medicine.

5.6.3. Korelacija gen — antigen u nomenklaturi alela sustava Rh

Odredivanje alela za antigene krvnih grupa uzima sve veci zamah, §to vrijedi posebno u
sustavu Rh. Neprestano se pronalaze novi aleli, §to otvara nova pitanja u vezi s njihovom
prikladnom sistematizacijom. Pritom postoje brojne dodirne to¢ke s izazovima grupiranja
alela pri istrazivanju sustava HLA, no u sustavima krvnih grupa postoje znacajne
posebnosti i razlike. Sustav HLA najpolimorfniji je sustav gena u covjeka. Smjesten je na
kra¢em kraku kromosoma 6. Najnovija baza alela HLA iz sije¢nja 2022. godine, verzije
3.47, sadrzi 32 897 alela HLA [16]. Najpolimorfniji genski lokus u ¢ovjeka jest HLA-B,
s 8 756 opisanih alela. Porast broja alela primorao je Odbor za nomenklaturu faktora u
sustavu HLA Svjetske zdravstvene organizacije da jos 2010. godine donese nova pravila
za nomenklaturu alela HLA, jer dotadasnja nomenklatura nije bila odgovarajuca za

pravilno definiranje 1 grupiranje sve veceg broja otkrivenih alela [16].

Nomenklatura i pravila oznac¢avanja pojedinog alela HLA opisana su na Slici 39. Radna
skupina za imunogenetiku eritrocita i nazivlje krvnih grupa ISBT-a prije nekog vremena

postavila je sli¢an princip 1 za alele krvnih grupa.
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e HLA-A*24'02'01°02L

\\s
oznaka lokusa HLA razlike u ekspresiji
L—low, N—null, .
(gena)
Polje 1 Polje 4
razlike u nekodirajucoj
alelna grupa

Polje 2 Polje 3 sekvencti - intront
razlike u kodirajuéoj sinonimne supstitucije
sekvenci - egzoni  u kodirajucoj sekvenci
(specifi¢ni proteini)

Slika 39. Shematski prikaz osnovih pravila nomenklature alela HLA. Izvor podataka: [16].

Danasnja sluzbena nomenklatura alela sustava Rh opisana je na Slici 10. Taj nacin
obiljezavanja nije u meduvremenu zazivio u rutinskom radu u struci, zasigurno ne (samo)
zbog znanstvenog konzervativizma. Nije utvrdena izravna veza izmedu odredene genske
strukture i ekspresije antigena u sustavu Rh. Konkretnije, nije utvrdena korelacija izmedu
promjena u genskoj sekvenci (bilo egzonskih i/ili intronskih polimorfizama, hibridnih
alela, mutacija unutar mjesta prekrajanja i oko njih) i posljedica koje taj dogadaj ima na
ekspresiju antigena D (hoce li biti parcijalni D, slabi D, DEL ili RhD negativan fenotip).
Utvrdeno je upravo suprotno, da jednak molekularni mehanizam nastanka odredenih
varijanti gena moze dovesti do razli¢itih fenotipskih znaajki. Primjer je alel
RHD*DEL44, pronaden i u ovom istrazivanju, ¢iji je produkt bio DEL fenotipa, kao i u
nekim ranijim istrazivanjima u Kini [80,205,215]. Medutim, neka su druga istrazivanja
utvrdila da se taj alel nalazi u osobe RhD negativnog fenotipa potvrdenim negativnim
rezultatom u testu adsorpcije i elucije. Taj je alel ISBT takoder ukljucio u grupu DEL
alela, sluzbene nomenklature RHD*01EL.44 [11]. Alel je strukture RHD*D-CE(4-9)-D i
pripada skupini velikih hibridnih alela, za koje se ranije pogre$no smatralo da ne mogu
imati funkcionalni produkt. To je bio razlog zbog ¢ega u Svicarskoj nisu provodili test
adsorpcije 1 elucije za produkt tog alela u njihovom istrazivanju [149]. Danasnja
nomenklatura alela ne otkriva je li fenotip tog alela, na primjer, DEL ili RhD negativan.
Iako bi se za skupinu DEL alela moglo zakljuciti da je iz nomenklature a priori definirana
ekspresija antigena, to nije u potpunosti precizno. Podrazumijeva se da su svi DEL aleli
dokazani testom adsorpcije i elucije, a da su u IAT-u bili RhD negativni u hemizigotnom
uzorku za RHD. Velik je problem to $to svi DEL aleli ne pokazuju uvijek istu ekspresiju

bez iznimaka, kao Sto za alel RHD*DEL44 pokazuju primjeri istrazivanja u Tablici 21.
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Jos$ jedan primjer nepostojanja korelacije izmedu strukture gena i fenotipske ekspresije
antigena je polimorfizam p.M295I u proteinu RhD. To je polimofizam kodiran u egzonu
6 gena RHD (¢.885G>T) s razli¢itom ekspresijom ovisno o alelu RHCE s kojim se nalazi
u haplotipu [60]. Varijanta je izvorno nazvana ,,weak D type 11. To¢an mehanizam nije
poznat, medutim, alel ima ekspresiju fenotipa slabog D u haplotipu s RHCE*02 (*Ce), a
kodira DEL fenotip u haplotipu s RHCE*01 (*ce). DEL fenotip vjerojatno je posljedica
suprimiraju¢eg djelovanja C u cis-poziciji [46]. Dodatnu vaznost te diferencijacije
potvrduje i moguca prisutnost aloprotutijela anti-D u osobe s tim alelom [257]. Zato ISBT
produkt tog alela danas smatra parcijalnim antigenom D, iako je izvorno definiran kao
slabi D. Nomenklatura alela s polimorfizmom ¢.885G>T glasi RHD*11 ili RHD*weak
partial 11, Sto ukazuje na njegovu slabu ekspresiju, ali i mogucnost da djeluje i kao
parcijalni D stvaranjem aloprotutijela [11]. Iz naziva ipak nije jasno da se radi i o alelu

koji moze imati i ekspresiju DEL fenotipa [92].

U sustavu Rh danas ne postoji nomenklatura za sinonimne polimorfizme u egzonima.
Mnogo je takvih polimorfizama kojima nisu pridruzeni odgovaraju¢i aleli. Za gen RHD
u bazi alela Rhesusbase popisani su kao ,,SNP bez alela“ (SNP without alleles) [76].
Najveci broj tih polimorfizama gena RHD preuzet je iz baze genoma gnomAD [170]. Za
njih nisu napravljena dodatna istraZivanja (ekspresije antigena, odredivanje fenotipa,
haplotipa i sl.). Takvi sinonimni polimorfizmi svrstani su, medutim, u odgovarajuce alele
HLA, kod kojih trece polje u nomenklaturi sluzi upravo za njihovo oznacavanje. U
nomenklaturi alela HLA postoji sufiks N, koji se pridodaje nul-alelima bez ekspresije
(kao u HLA-C*04:09N), $to je analogno prisutno i u nomenklaturi alela RHD (kao u
RHD*01N.01). U teoriji, sufiks A (engl. aberrant) trebao bi se dodavati alelima HLA ako

postoji sumnja u ekspresiju alela, no zasad nijedan alel HLA ne nosi taj sufiks [16].

Brojne su posebnosti za gotovo svaku pojedinu varijantu gena sustava Rh te do sada nije
utvrden optimalni mehanizam za jednoznac¢no grupiranje varijanti bez (mnogo) iznimaka.
Parafrazirajuéi latinsku izreku, Nomen non est omen (lat. 'Naziv nije znamen.") zasad
definitivno vrijedi u slu¢aju nomenklature sustava Rh. Jedan od ciljeva i zadataka Radne
skupine ISBT-a je definirati nomenklaturu koja ¢e preciznije oznacavati fenotipske
karakteristike pojedinog alela, prvenstveno gena RHD, zbog klini¢ke vaznosti antigena
D, ali i gena RHCE.
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Eksplicitno navedene sumarne rezultate ovog istrazivanja unutar kategorija podataka koje

zahtijevaju postojece baze alela sustava Rh prikazuje Tablica 22 [60,76].

Tablica 22. Sazeti usporedni prikaz dobivenih rezultata molekularnog odredivanja alela sustava Rh u

opulaciji RhD negativnih davatelja krvi sjeverozapadne Hrvatske.

Alel RHD*DEL32 RHD*DEL44 RHCE*D-CE(2-10)
Sluzbena nomenklatura Naziv (joS)
1SBToa RHD*01EL.32 RHD*01EL .44 nije dodiieljen
Tip alela prema SNV, Hibridni alel Hibridni alel
mehanizmu nastanka intronski polimorfizam RHD-CE-D RHCE-D-CE

davatelja krvi (95 %-tni
interval pouzdanosti)

(1:55613—1:253)

(1:55613—1:253)

¢.149-29G>C . RHCE*D-CE(2-10)
Struktura alela prema RHD*01 RHD*D-CE(4-9)-D RHCE*D(1)-CE
populact) g 1:1408 1:1408 1:1408

(1:55613—1: 253)

Ucestalost alela u
populaciji davatelja krvi
fenotipa D— C/E+
(95 %-tni interval
pouzdanosti)

0,43 %
1:230
(1:9084—1: 41)

0,43 %
1:230
(1:9084—1: 41)

0,43 %
1:230
(1:9084 -1 41)

Seroloski RhD,
direktna aglutinacija

Negativan

Negativan

Negativan

Seroloski RhD,
IAT

Negativan

Negativan

Negativan

Rezultat gPCR
RHD

Potvrdeni polimorfizmi
za sve testirane
egzone gena RHD

Potvrdeni polimorfizmi
zaegzone 1,2,3i 10
gena RHD

Slaba, ali konzistentna
reakcija za polimorfizam
5’UTR / egzon 1 gena RHD

Sekvenciranje
RHD

Slijed nukleotida svih egzona
jednak je slijedu nukleotida
u alelu RHD*01,

u intronu 1 odreden je
SNV ¢.149-29G>C

Egzoni 1, 2,3,10iz
RHD, egzoni 4,5, 7,9 iz
RHCE, egzone 6 i 8 nije
bilo moguce sekvencirati

pocetnicama za RHD

Nije bilo moguce
amplificirati uzorak
pocetnicama za RHD

Test adsorpcije i elucije

Identificirana protutijela
anti-D eluirana s
eritrocita davatelja

Identificirana protutijela
anti-D eluirana s
eritrocita davatelja

Identificirana protutijela
anti-D eluirana s
eritrocita davatelja

Zigotnost Hemizigot Hemizigot Homozigot za deleciju RHD
Iokt?sa RHD RHD*01EL.32 / RHD*01EL.44 / RHD*01N.01 /
RHD*01N.01 RHD*01N.01 RHD*01N.01
Rh-fenotip ispitanika DCcee DCcee dCcee
RHCE*01 / RHCE*02;
Genotip ispitanika eksperimentalno nije bilo
P 1sp RHCE*01 / RHCE*02 RHCE*01 / RHCE*02 moguce eksplicitno utvrditi
lokus RHCE S .
koji je od tih alela
modificiran u hibridni alel
Haplotip s alelom a a - b
(RHD-RHCE) DCe DCe dCyae ili dcvare
Genotip ispitanika c c dCae/dce ili
u sustavu Rh DCeldce DCefdce dCeldcvare ®

a Haplotip odreden na temelju ucestalosti. Teoretski moguci haplotipovi u kojima se nalaze oba alela jesu DCe i Dce.

b Cvar i Cvar ovdje sluze kao oznake za hibridni alel na lokusu RHCE strukture RHCE*D-CE(2-10). Masno su oznaceni
najvjerojatniji haplotip i genotip (hibridni alel kao podtip alela RHCE*02).
¢ Genotip odreden na temelju uéestalosti haplotipova. Teoretski moguci genotipovi jesu DCe/dce i dCe/Dce.
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Zaklju¢no, i ovo je istrazivanje potvrdilo da se molekularnim testiranjem u RhD
negativnih davatelja krvi mogu pronaci rijetke varijante gena RHD s ekspresijom DEL
fenotipa. PCR u stvarnom vremenu pokazao se kao iznimno brza, jednostavna i pouzdana
metoda za rutinsko testiranje davatelja krvi u transfuzijskoj medicini. Po prvi put je
potvrdena prisutnost epitopa RhD u ekspresiji hibridnog alela na lokusu RHCE u RHD
negativnog ispitanika, strukture RHCE*D-CE(2-10). Varijante gena RHD pronadene su
u dva uzorka ispitanika (0,28 %), sto je usporedivo sa sli¢nim rezultatima u europskim
populacijama. Oba ispitanika imaju ekspresiju antigena D DEL fenotipa kodirane DEL
alelima. Po prvi put u hrvatskoj populaciji dokazana je prisutnost DEL alela. U jednoj
populaciji europskog porijekla i uopée izvan Kine, po prvi put je dokazana ekspresija
antigena D DEL fenotipa u hemizigotne osobe za RHD s alelom RHD*ELO01.44.

Iz objektivnih razloga nije bilo moguée izravno prikazati vezu izmedu upotrebljavanog
reagensa anti-D i proteina RhCE modificirane strukture u ispitanika s hibridnim alelom
na lokusu RHCE, ¢ime bi se direktno dokazala povezanost molekularnih rezultata s
rezultatom testa adsorpcije i elucije. Sekvenciranje DNA bilo je ograni¢eno uporabom
pocetnica za egzone RHD, $to je bio razlog neuspjeha sekvenciranja hibridnog alela na
lokusu RHCE. Buduca sli¢na istrazivanja trebala bi uzeti u obzir navedena ograni¢enja
ovog istrazivanja. Svi ispitanici s utvrdenom sekvencom gena RHD dugogodisnji su
davatelji krvi. Prije ovog istrazivanja krvnim pripravcima iz njihovih doza krvi lijeceni
su RhD negativni pacijenti. Uzorci ispitanika s dokazanim alelima sustava Rh opisani u
ovom istrazivanju bili su seroloski neupadljivo RhD negativni i njihov Rh-fenotip nikako
se ne bi mogao odrediti bez uporabe metoda molekularne biologije. Zbog toga je vazna
primjena algoritma za molekularno testiranje alela sustava Rh, osobito za nove davatelje

krvi, kako bi se pojava nepodudarnih transfuzija krvi ubuduc¢e znacajno smanjila.

Potrebno je provesti jo§ mnogo istrazivanja s opisom i povezanosti strukture gena sustava
Rh i fenotipskih obiljeZja, izrada odgovaraju¢ih baza podataka i sl. Namjera je ovog
istrazivanja bila dati doprinos znanstvenim spoznajama u tom najsloZenijem sustavu
krvnih grupa. Iz rezultata ovog istrazivanja i prikazane rasprave namece se klinicka
vaznost molekularnog testiranja seroloski RhD negativnih davatelja krvi, zbog Cega je
predlozen algoritam za uvodenje molekularnog testiranja uzoraka davatelja Krvi.
Testiranje DNA davatelja krvi omogucuje sigurniju primjenu krvnih pripravaka
spreCavanjem neZeljene imunizacije u RhD negativnih pacijenata RhD pozitivhom

dozom krvi koja je u seroloSkom testiranju reagirala negativno.
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6. ZAKLJUCCI

Istrazivanje polimorfizma alela sustava Rh u seroloski RhD negativnih davatelja krvi
sjeverozapadne Hrvatske moze se sazeti u nekoliko zakljucaka povezanih s prisutnosti i

ucestalosti alela sustava Rh u ispitivanoj populaciji te njihovoj klini¢koj vaznosti:

1. U populaciji seroloski RhD negativnih davatelja krvi sjeverozapadne Hrvatske gen
RHD odreden je u 0,28 % ispitanika. Utvrdena su dva alela RHD iz grupe DEL alela,
koja kodiraju antigene D DEL fenotipa, RHD*01EL.32 i RHD*01EL.44, svaki s
ucestalosti alela od 0,07 % (1 : 1408). Ovo je prvi opis DEL alela u Hrvatskoj. U
skupini homozigota RHCE*01 ucestalost ispitanika s alelom RHD bila je 0,00 %.
Ucestalost ispitanika s alelom RHD unutar skupine C- i/ili E-pozitivnih davatelja krvi

bila je 1,74 %. Oba opisana alela RHD bila su u ispitanika s fenotipom Ccee.

2. Za oba alela RHD pretpostavljena je haplotipska povezanost s alelom RHCE*02 na
temelju ucestalosti haplotipova. Ucestalost haplotipova s alelom RHD (haplotipovi
DCe) bila je 0,14 %, a utvrdeni su u 0,28 % ispitanika. Prema fenotipu obaju ispitanika
s alelom RHD preostali haplotip bio je dce. Time je za oba ispitanika utvrden genotip

DCe/dce, s ucestaloscu u ispitivanoj populaciji 0,28 %.

3. Nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika izmedu ucestalosti ispitanika s alelom RHD
u ovom 1 slicnim istraZivanjima u RhD negativnih davatelja krvi u europskim

populacijama, dok u usporedbi s neeuropskim populacijama ona postoji.

4. Oba pronadena alela RHD imaju dokazanu ekspresiju RhD na eritrocitima. Radi se o
antigenima DEL fenotipa, koji se ne mogu odrediti rutinskim seroloskim testiranjem.
Ovo istrazivanje prvi je opis DEL fenotipa produkta alela RHD*01EL.44 izvan Kine i
u populaciji europskog porijekla. U jednog ispitanika (0,14 %) fenotipa Ccee s
potvrdenom delecijom gena RHD na lokusu RHCE pronaden je hibridni alel strukture
RHCE*D-CE(2-10), odnosno RHCE*D(1)-CE. Po prvi put na svjetskoj razini
pokazano je da produkt tog hibridnog alela ima ekspresiju epitopa RhD. Po prvi put u
Hrvatskoj dokazan je polimorfizam lokusa RHCE razli¢it od alela za klini¢ki
najvaznije antigene C, c, E 1 e. Opisana je hipoteza konverzije gena kojom je odsjecak
sekvence RHD postao dio sekvence hibridnog alela. Prema rezultatima ovog

istrazivanja otkriveni alel podtip je alela RHCE*02.
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5. Na temelju plana i rezultata ovog istrazivanja predlozen je algoritam uvodenja
molekularne dijagnostike alela sustava Rh za rutinsko testiranje davatelja krvi. U prva
dva davanja krvi seroloski RhD negativni uzorci testiraju se ovisno o Rh-fenotipu:
uzorci fenotipa ccee najprije se testiraju probirnim testom za RHD s tri egzona gena
RHD, a pozitivni uzorci u probirnom testu i uzorci drugih Rh-fenotipova (C+ i/ili E+)
testom za prosirenu tipizaciju alela sustava Rh. Rezultat molekularnog testiranja alela
sustava Rh davatelja pohranjen je u informatickom sustavu za sva daljnja davanja krvi
te sluzi rjeSavanju nesukladnih rezultata seroloskog testiranja. Implementacija ovog
algoritma doprinjet ¢e smanjenju broja nepodudarnih transfuzija krvi u sustavu Rh i

mogucih imunizacija primatelja krvnih pripravaka.
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Sazetak

8. SAZETAK

Antigen D je izraziti imunogen, najjaci poslije antigena A i B. MoZe izazvati stvaranje
protutijela anti-D ako ga imunosni sustav RhD negativne osobe prepozna kao strani
antigen nakon transfuzije krvi, trudnoce ili transplantacije organa i tkiva. Neke
D-varijante, pogotovo one kodirane hibridnim alelima, u rutinskim seroloskim testovima
za odredivanje antigena D mogu biti lazno negativne. Uzroci Su te pojave smanjenje broja
antigena D na membrani eritrocita ili nedovoljna koli¢ina epitopa RhD u antigenima D
kodiranim hibridnim alelima. lako u tim testovima reagiraju negativno, D-varijante mogu
imunizirati RhD negativne osobe. Navedeni klini¢ki razlozi i ubrzan razvoj molekularne
dijagnostike u posljednjih desetak godina, posebno alela sustava Rh, potaknuli su
transfuzijske centre da sve vise provode neki oblik molekularnog probira za gen RHD u
RhD negativnih davatelja krvi. Ciljevi ovog istrazivanja bili su opisati varijante RHD u
populaciji RhD negativnih davatelja krvi sjeverozapadne Hrvatske, njihovu ucestalost i
haplotipove s genom RHCE, objasniti proturje¢ne rezultate seroloskih i molekularnih

metoda te predloziti algoritam za rutinsko testiranje alela sustava Rh u davatelja krvi.

U dvogodisnjem prospektivnom istrazivanju sudjelovalo je 704 nesrodnih dobrovoljnih
davatelja krvi stanovnika Medimurske i Varazdinske zupanije. Svi ispitanici bili su
seroloski RhD negativni i pojedinacno su testirani na prisutnost egzona gena RHD.

Od 704 seroloski RhD negativnih ispitanika, njih 589 (83,7 %) fenotipa ccee bilo je
negativno za egzone RHD 3, 5, i 10 u probirnom testiranju te su proglaseni RHD
negativnima (delecija RHD). U ostalih 115 ispitanika (16,3 %) metodom PCR u stvarnom
vremenu potvrden je seroloski nalaz Rh-fenotipa (C+ i/ili E+). | u toj je skupini
112 ispitanika bilo potvrdeno RHD negativno jer nije utvrdena reaktivnost ni za koji
egzon gena RHD. U dva ispitanika (0,28 %) fenotipa Ccee pronadene su DEL aleli gena
RHD, RHD*DEL44 (strukture RHD*D-CE(4-9)-D) i RHD*DEL32 (s promjenom jedne
baze u intronu 1, ¢.149-29G>C). Jedan ispitanik (0,14 %) potvrden je kao homozigot za
deleciju gena RHD, ali je pokazivao odredenu sekvencu gena RHD u 5'UTR lokusa
RHCE, c.-132A. Radi se o podtipu alela RHCE*02, hibridnom alelu strukture
RHCE*D-CE(2-10).
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Sazetak

U sva tri ispitanika s varijantama gena sustava Rh testom adsorpcije i elucije dokazana je
prisutnost antigena D ili epitopa RhD. Ucestalost svakog alela sustava Rh u populaciji
RhD negativnih davatelja iznosi 0,07 % ili 1 : 1408 (95 %-tni interval pouzdanosti
1:55608 — 1 : 253).

Ovim su istrazivanjem po prvi put u Hrvatskoj opisani DEL aleli RHD. Prema podacima
iz literature, ovo je prvi put da se u populaciji izvan Kine, a posebno u jednoj populaciji
europskog porijekla, dokazala ekspresija DEL fenotipa alela RHD*DELA44. Hibridni alel
strukture RHCE*D-CE(2-10) dosad je opisan u Kini i u Sloveniji. U ovom je istrazivanju
prvi put kod osobe bez lokusa RHD i s tim hibridnim alelom dokazana prisutnost epitopa
RhD. S obzirom na zemljopisnu blizinu slovenskih sluc¢ajeva, moguce je postojanje
lokalnog bazena tog alela. Primjena novih metoda NGS u imunohematologiji u bliskoj
buducénosti, pogotovo pristupa SMRT, sekvenciranja jedne molekule DNA, mogla bi
pokazati vezu izmedu strukture alela i pozitivnog rezultata za epitop ili epitope RhD u

uzorku ovog ispitanika.

Na temelju plana istrazivanja i njegovih rezultata predlozen je algoritam za uvodenje
molekularnog odredivanja alela sustava Rh u davatelja krvi u Hrvatskoj. Molekularno
testiranje davatelja krvi omogucit ¢e sigurniju primjenu krvnih pripravaka te sprijeciti
nezeljenu imunizaciju pacijenata koji su doista RhD negativni RhD pozitivnom dozom

krvi koja je u seroloskom testiranju reagirala neagtivno.
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9. SUMMARY

D antigen is highly immunogenic, the highest after A and B antigens. It can induce anti-D
antibody production if it is recognized as foreign by the immune system of an RhD
negative person due to transfusion, pregnancy or transplantation. Some D variants,
especially those expressed by hybrid alleles, can react falsely negative in routine serology
tests for D antigen determination. False reactivity could be caused by the lower number
of D antigens on erythrocyte membrane or not enough D epitopes within the products of
hybrid Rh alleles. Irrespective of the cause of the negative serological reaction, D variants
can immunize RhD negative individuals. These clinical reasons and accelerating
development of molecular diagnostics in the last decade, most notably for Rh alleles,
prompted an increasing number of institutes for transfusion medicine to implement a
method of molecular screening for RHD in RhD negative blood donors. Aims of this
study were to report and describe RHD variants in RhD negative blood donors of
northwestern Croatia, their frequencies and haplotypes with RHCE, interpret the
discordant serology and molecular results as well as to propose the algorithm for routine
Rh alleles testing implementation.

In this two-year prospective study, the participants were 704 unrelated voluntary blood
donors from Medimurje and Varazdin County in northwestern part of Croatia. All blood
donors were serologically RhD negative and were individually tested for RHD exons.
RHD screening was performed by examination of RHD exons 3, 5 and 10 in 589/704
(83.7%) serologically RhD negative ccee samples. RHD deletion was established in all
of them. Serology results of the Rh phenotype (C+ and/or E+) were confirmed by gPCR
in the remaining 115 participants (16.3%). In this group, 112 donors were confirmed as
RHD negative as well, because none of the RHD exons were reactive. RHD DEL alleles
were determined in two Ccee donors (0.28%): RHD*DEL32 (with single nucleotide
polymorphism in intron 1, ¢.149-29G>C) and RHD*DEL44 (of structure RHD*D-CE(4-
9)-D). One participant (0.14%) was proven as homozygous for RHD deletion, but
simultaneously revealed one distinct RHD sequence in 5'UTR within RHCE locus,
c.-132A. It was detected in a hybrid allele with genomic structure RHCE*D-CE(2-10),
a subtype of RHCE*02 allele.
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All three donors with Rh variants expressed D antigens or RhD epitopes as displayed by
the adsorption and elution test. The frequency of each Rh allele in RhD negative blood
donors is 0.07% or 1:1408 (95% confidence interval 1:55608 — 1:253).

The RHD DEL alleles were proven for the first time in this study in a Croatian population.
According to the published literature, this study was the first outside China to report a
DEL phenotype of the antigen expressed by the allele RHD*DEL44, and particularly in a
population of European origin. Hybrid allele RHCE*D-CE(2-10) has been described
previously in China and Slovenia. This study demonstrated for the first time the presence
of an RhD epitope or epitopes in a donor with homozygous RHD deletion containing this
hybrid allele. Considering the proximity with the reported cases of the allele from the
neighbouring Slovenia, it is plausible, that there could be a local basin of this hybrid
allele. As the new NGS methods have been penetrating the field of immunohematology
recently, with SMRT sequencing especially seeming encouraging for the near future, they
could connect the complete genomic structure of the allele with the verified RhD
epitope(s) in this particular sample from this study.

The study plan and its results laid the foundation of the algorithm for implementation of
Rh molecular testing within the blood donors in Croatia. Molecular Rh testing of the
blood donors will provide more safety for patients who receive their blood products.
Additionally, this would prevent the immunization of genuine RhD negative patients by

an RhD positive unit, which reacted negatively in serological testing.
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10. PRILOZI

Prilog 1. Interpretacijska tablica za test RBC-FluoGene D-Screen.

Prilozi

Polozaj u Nazivi alela | Fenoti eyl | Pl
JaZzice Specifi¢nost SNV J U\ Aminokiselina p specifi¢ne interne
RHD (ISBT) (ISBT) ¢
reakcije kontrole
BLB2,B3, | £070n 10 RHD | c.*105A | 3'UTR RHD*01 |RH:1 (D) 1
B4,B5,B6 Lo it
i (i varijante RHD) ili 3
F1,F2.F3, | Egzon 3RHD | C455A | Egzon3 llel72 RHD *':)'IN o neR;:?lan
F4,F5,F6 | Egzon5RHD | ¢.676G | Egzon5 Ala226 ’ 9 2
c.787G | Egzon 5 Gly263
Prilog 2. Interpretacijska tablica za test RBC-FluoGene CDE eXtend. (1/5)
= z
EZ|leg
Gen § § Eg
sustava Reakcija Jazice| Specifi¢nost SNV Naziv alela (ISBT) Fenotip (ISBT) ca|lex
Rh Sg|sE
T3 e
c-1 F1, c.201A RHCE*01 (RHCE*ce) .
c20 F3 ¢ ¢.307C RHCE*03 (RHCE*CE) RH:4 () 2 |3
c1 Gl, i2-109 bp RHCE*02 (RHCE*Ce) ]
c2 G3 ¢ ins RHCE*04 (RHCE*CE) RH:2 (C) L]
RHCE*02.08.01
(RHCE*Ce.08.01,
cw-1 E1, w (c.-132G) RHCE*CeCW), o W
Ccw-2 E3 ¢ ¢.122A>G RHCE*02.08.02 RH:8 (C™) 2 3
(RHCE*Ce.08.02,
RHCE*CeNR)
e-1 F1, c.676G RHCE*01 (RHCE*ce) .
2" F3 € (c.787A) RHCE*02 (RHCE*Ce) RH:5 (e) ]s
E-1 Gl, €.676G>C RHCE*03 (RHCE*CE) ]
E-2° G3 E (c.787A) RHCE*04 (RHCE*CE) RH:3 (B) 2 3
RHCE*01.20.03 - o ]
(RHCE*ce.20.03 Parcijalni e, parcijalni ¢, RH:—
(c.940 RHCE*ceV'S.03) 10,20 (V-VS+), RH:-31 (hrB-)
1006T © B4 | RHCE-1006T | -159T) : 1 2
RHCE*01.20.05 - ]
¢.1006G>T Parcijalni e, RH:-10,20
(RHCE*ce.20.05, (VLVS+), RH- 31
RHCE*ceVs.05) e
RHCE Ce
RHCE*02 (RHCE*Ce) svi RH:2 (C), RH:5 (e),
RH:7 (rhi(Ce))
CE
RHCE*04 (RHCE*CE) svi RH:2 (C), RH:3 (E),
a8c A4 | RHCE-48C | c.48G>C RH:22 (CE) 1| s
RHCE*01.01, .02.01, .02.02, ot
.04.01-.03, .05.01, .0701, .08, o eren
09, .10.01, .12, .16, .20.02-04, par‘i:{ﬂ?;ﬁ;:gﬁ;"' &
20.08-.10, .21.02 .
RHCE*03.18 ct+E+
- cE
RHCE*03 (RJSQ?I]E_;CE) svi 0sim RH:4 (¢), RH:3 (E),
) RH:27 (cE)
RHCE*01.03,.06.01-086, .05,
48G E4 | RHCE-48G .48G .07.02, .10.02, .11, .13-.15, 1 2
.20.01, .20.05, .20.07, .21.01, Parcijalni e parcijalni ¢
.22-39, .01N.01-05, .03.01-03, ili nije testirano
.03.02, .04-14, .15.01-.02, .16,
17, .19, .20, 21.01, .22-.39
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Prilog 2. Interpretacijska tablica za test RBC-FluoGene CDE eXtend. (2/5)

Prilozi

= @
EZ|EL
sustava Reakcija Jazice| Specifi¢nost SNV Naziv alela (ISBT) Fenotip (ISBT) SRR
Rh Sg|8¢E
[Tl T
2 £
1)
RHCE*01.04.01 RH:10,-20(V+"VS-), RH:-19
(RHCE*ce.04.01) (hrS-), parcijalni e, pacijalni ¢
RHCE*01.04.02 iialni
(RHCE*ce.04.02) parcijaini e
RHCE*01.04.03 (ce)
(RHCE*ce.04.03)
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o slabi do negativan (hrB+""")
RHCE*01.20.02 Parcijalni e, parcijalni ¢, RH:10,
(RHCE*ce.20.02) 20 (V+VS+), RH:-31(hrB-)
RHCE*01.20.03 Parcijalni e, parcijalni ¢, RH:
(RHCE*ce.20.03) -10,20 (V-VS+), RH:-31(hrB-)
RHCE*01.20.04 Parcijalni e, RH:10, 20 (V+
(RHCE*ce.20.04) VS+), vjerojatni RH:-31 (hrB-)
RHCE*01.20.05 Parcijalni e, RH:-10, 20 (V-
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Parcijalni c, parcijalni e, RH:43
- (Crawford+), RH:20 (VS+),
73361 A3, ¢.733C>G R L20.08 RH:-19,-31, RH:-58 (CELO-)
RHCE 733G-2 ¢ Ad RHCE-733G (c.801 ( ce.20.06) umjereno do jako reaktivan s 2 3
+170G) nekim monoklonskim anti-D
Parcijalni e, parcijalni ¢, RH:48
RHCE*01.20.07 (JAL+), RH:-57 (CEST-),
(RHCE*ce.20.07) RH:20 (V/VS+%), RH:19
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RHCE*01.20.08 e+", RH:10,20 (V+VS+),
(RHCE*ce.20.08) vjerojatni RH:-31 (hrB-)
RHCE*01.20.09 e+%, RH:-10,20 (V-VS+),
(RHCE*ce.20.09) RH:31 (hrB+%)
RHCE*01.20.10 Vjerojatni
(RHCE*ce.20.10) parcijalni e i parcijalni ¢
e+", jaki D+ s nekim
RHCE*01.22 (RHCE*ce.22) | monoklonskim anti-D, RH:33
(DHAR+), RH:50 (FPPT+)
RHCE*01.37 (RHCE*ce.37) ctet
RHCE*02.04 (RHCE*Ce.04) Parcijalni C+
RHCE*02.30 (RHCE*Ce.30) C+ e+ V+VS+
x|
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D-Ex1f D2 Egzon 1RHD | c.-132A 1 3
c.201G
D-Ex29 G2 | Egzon2RHD | ‘oor 2 3
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D-Ex4-1' E2, Egzon 4 RHD c.514A 2 3
D-Ex4-2'! H2 €.602C RHD*01 RH:1 (D)
D-Ex5-1! A2, c.676G
D-Ex5-21 p2 | E9?ONSRHD | 7676 Shram spram 2 |3
RHD*01N.01 D-
RHD D-Ex6 K Cc2 Egzon 6 RHD (c.826G) 1 2
€.916G
D-Ex7! B2 Egzon 7 RHD | ¢.1048G 1 2
D-Ex9 ™ G2 Egzon 9 RHD | c.1193A 1 3
D-Ex10" A2 | Egzon 10 RHD | c¢.*105A 1 3
. €.486-37bp RHD*08N.01
B:Si:; I;) RHD psi ins (RHD*Pseudogene, D- 1 3
(c.602C) RHD*¥)
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Prilog 2. Interpretacijska tablica za test RBC-FluoGene CDE eXtend. (3/5)

Prilozi

D
= Y
EZ|leg
sustava Reakcija Jazice| Specifi¢nost SNV Naziv alela (ISBT) Fenotip (1ISBT) RElBRS
Rh Sg|s¢
TGS
% —
] ¢.697G>A | RHD*05.05 (RHD*DV.05) DV tip 5
697A AL | RHD-697A | 7876) [ RAD*10.04 (RHD*DAU4) DAU4 2|3
RHD*05.01/.03/.04/.06/
.07/.08/.09 DV tip 1/3/4/6/7/8/9
(RHD*DV.1/.3/.4/.6/.7/.8/.9)
% |
RHD*09.02.00/.01 DAR2 (DARE) / DAR2.1
69701 CHDssre | 697G>C (RHD*DAR2.00/.01) )
697C-2 ° Dl, - c.787G RHD*10.05/10.05.01
D3 ¢ ) (RHD*DAUS5/DAU5.01) DAUS/DAUS.1 3
RHD*13.02 (RHD*DBS2) DBS2
RHD*16.03 (RHD*DCS3) DCS-3
DHMi-1 g | c848CST N o -
DHMI2 RHD-DHMi | (/o RHD*19 (RHD*DHMI) DHMi 1
- (c.968C) N N
DNB AL | RHD-DNB | Jo-”) | RHD*25 (RHD*DNB) DNB 1 3
- C1, (c.201G) RHD*07.01/.02 )
DcatVii-1 c3 RHD-catVI1l C329T>C (RHD*DVIL.1/.2) DVII/ DVII tip 2 1 2
D-1136C-1 E2, Svi aleli RHD osim e L
D-1136C-2 H2 RHD-non-DAU | ¢.1136C RHD*10.00-15/01N.69 Razli¢iti fenotipovi 1 3
RHD*10.00/.00.01/.00.02/
.01/.02/.03/.04/.05/.05.01/ | DAUO0/0.1/0.2/1/2/3/4/5/5.1
DAU-1 RHD-DAUO |c.1136C>T|  .06/.07/.08/.09/.10/.11/ 16/7/8/9/10/11/12/13/14/15 | 1
DAU-2 BBl3v 12/.131.14/.15 3
RHD*01N.69 D-
689T-1 RHD-DAUL | c.689G>T RHD*10.01 DAU1 2
689T-2 : :
998A RHD-DAU2 | c.998G>A RHD*10.02/.06/.07 DAU2/DAUG/DAUT 2
H3 3
835A RHD-DAU3 | c.835G>A RHD*10.03/.07/.11 DAU3/DAU7/DAULL 1
RHD*03.01,04,09/ 03N.01/ | Dllla, DIl tip4, 9/ D- C+/
186T F4 |RHD-Dllla/lVa | c.186G>T 04.01,01.02 / 40 DIVa, DIVatip3/D-sPM | * | ?
41071 RHD*03.01,04,04.02,06-09 / Dllla, DIl tip 4,7,8,9/
RHD 40T 2 Ga |RHD-DINIa/IVa | c.410C>T 03N.01/04.01,01.02 / D- C+/ DIVa, DIVa tip3 / 1
e 12.03,04 / 40 DOL3, DOL4 / D-SPM 3
gjggj RHD-DIVa |c.1048G>C RHD*04.01,01.02 DIVa, DIVatip 3 2
D-(Ces)-1° C4, | RHD*DIlla- | .
D-(Ces)-2 D4 | CEVS(4-7)-D intron 3 RHD*03N.01 D-C+ 2 3
RHD*01W.1/1.1/1.2 __
- x| -
XCDRUDOIWL | A6 | weak Diype 1 | c.809T>G | (RHD*weak D type 1/1.1/1.2) Slabi D tip 1/1.1/1.2 1] 2
: RHD*62 DNT (V270G)
eXt-D-RHD*01W.2 -| A5, RHD*01W.2/2.1/2.2 .
€.1154G>C-1.-2 9 B6 weak D type 2 |c.1154G>C (RHD*weak D type 2/2.1/2.2) Slabi D tip 2/2.1/2.2 1 3
eXt-D-RHD*01W.3 - RHD*01W.3/3.1 o
805G B5 | weak Dtype3 | ¢.8C>G (RHD* weak D type 3/3.1) Slabi D tip 3/3.1 2 3
%
Rl:F?Hg%g}x/g/lboxiéollbolz//lo(l)éos DAR (T203A)/DAR1.1/1.2/1.3
o3 (slabi D 4.2.1/4.2.2/4.2.3)
eXt-D-RHD*09.01 - weak D type RHD*09.02.00/.01
¢.1025T>C ce 42172 |G108T>Cl RHD*DAR2.00/.01) DARZ (DARE)/DARZ.1 2|3
RHD*09.06 (RHD*DARS) DARG
RHD*01W.29 o
(RHD* weak D type 29) Slabi D tip 29
Svi aleli RHD osim
RHD*04.03, *04.05, *09.01,
*09.01.00 (= weak D 4.2),
eXt-D-non- non-weak D type *09.01.01-03, *09.02.00-01, e N
RHD*09.01-c.1025T 1 ©° 4.2.1/.2 C1025T | x09'06, *14.01, *14.02, *41, Razliciti fenotipovi 2 8
*58, *01N.02-07, *03N.01,
*01N.42, *01W.29, *01EL.23,
*01EL.44, *01EL.45, *01N.01
RHD*09.01/01.01/01.02 DAR (T203A)/DARL.1/1.2
eXt-D- (RHD*DAR/DARL.01/1.02) (slabi D 4.2.1/4.2.2)
RHD*09.01.01- weak D type | c.957G>A RHD*09.02.00/.01
c.957G>A D6 | 421422 |c1025T>C (RHD*DAR2.00/.01) DAR2 (DARE)/DAR2.1 2 8
-c.1025T>C RHD*01W.29 T
(RHD* weak D type 29) Slabi D tip 29
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Prilog 2. Interpretacijska tablica za test RBC-FluoGene CDE eXtend. (4/5)

Prilozi

D
H—J “
EZ[EE
Gen £EI1E5
sustava Reakcija Jazice| Specifi¢nost SNV Naziv alela (ISBT) Fenotip (1ISBT) PylleZ
Rh S2|S¢
[ g [T}
RHD*09.01/01.00/01.01/
01.02/01.03 DAR /(T2/03A/‘)’
D2t DARL/L1/1.2/1.3
"
(RHD ngg?lA&l)'OO’ 1OV | (slabi D 4.2/4.2.1/4.2.214.2.3)
RHD*09.02.00/.01
(RHD*DAR2.00/.01) DAR2 (DARE)/DAR2.1
weak D type RHD*09.03/.03.01 DAR3/3.1 (slabi parcijalni D
4.0/4.1/4.2.11 (RHD*DAR3/3.01) 4.0.1/4.0)
Caorecstn | C5 | 422iDAR |CAOICES TTTRHD#00.04/.05.06 DAR4/5/6 (slabi D 41/4310 | 1 | 3
: : (weak D type | (RHD*DAR4/5/6) DEL/DAR(CE2:V50V-S68N))
4.2)/4.3 /14 RHD*03.01/.06/.07 )
(RHD*DI11a/D111.06/.07) Dilla/Dill tip 6/7
RHD*0LW.14 .
(RHD* weak D type 14) Slabi D'tip 14
RHD*01W.40/.51 .__
(RHD*weak D type 40/51) Slabi D tipovi 40/51
RHD*0IN.72 D_
RHD*09.01/01.00/01.01
/01.02/01.03 DAR(T203A)/
el DARL/L.1/1.2/1.3
"
(RHD ngg?fgsl)'oo’ LOV | (slabi D 4.2/4.2.1/4.2.214.2.3)
RHD*09.02.00/.01
weak D type (RHD*DAR2.00/.01) DAR2 (DARE)/DAR2.1
4.0/4.1/4.2.1 RHD*09.03/.03.01 DAR3/3.1 (slabi parcijalni
Ceé%'z'?:fg?;?i} C6 | 422/DAR C(S(’sﬁ%e (RHD*DAR3/3.01) 4.0.1/4.0) 1] 3
: : (weak D type | \© RHD*09.04/.05/.06 DARA/5/6 (slabi D 4.1/4.3 ili
4.2)/4.3 (RHD*DAR4/5/6) DEL/DAR(CE2:V50V-S68N))
RHD*03.01/.06/.07 .
(RHD*DI11a/DI11.06/.07) Dilla/Dlll tip 6/7
RHD*01W.40/51 ...
(RHD* weak D type 40/51) Slabi D tipovi 40/51
RHD*0IN.72 D_
RHD*09.04 (RHD*DAR4) DAR4 (slabi D tip 4.1)
RHD -D-RHD*09.04- :
eX;r: 4D82|:g 10?'204 'g% weak D type 4.1| ¢.48G>C RHD*01.01 (DUC-3) Standardni D 2 3
' : RHD*10.13 (RHD*DAUL3) DAU13
Svi aleli RHD osim
eXt-D-non- non-weak D type| RHD*01.01, *09.04
RHD#00.04c 286 | ES o0 VP casc (RHD*DAR4), *10.13 Razliciti fenotipovi 2 | 3
a-C. : (*DAU13), *01N.02, *01N.08,
*01N.43, *0IN.42, *01N.01
eXt-D-RHD*09.05- N RHD*09.05 (RHD*DARS) DAR5
C.872C>G D6 | RHD*0.05 | c872C>G I'phpwniEL 41 (RHD*DELAT) DEL 13
Svi aleli RHD osim RHD*09.05
(*DAR5), RHD*01EL.41,
eXt-D-non- RHD*04.03, *05.10, *06.02,
*| x| *
RHD*09.05 B5 |non-RHD*09.05| c.872C E{ifgfi 4106,;32'0363,%21' Razliciti fenotipovi 1| 3
c872C *01N.02-07, *01W.2.2,
*01W.66, *01EL.23, *01EL.44,
*01N.0L
eXt-D-RHD*01W.5- RHD*01W.5 .
CAA6CSA D5 | weak D type5 | c.446C>A (RHD*weak D type 5) Slabi D tip 5 1 2
eXt-D-RHD*11- RHD*11 o
.885G>T E5 |weak D type 11 | c.885G>T (RHD*weak partial 11) Slabi parcijalni tip 11 (DEL) 1 3
exXt-D-RHD*15- | F5, RHD*15 o
C.845G>A-1, -2 E6 weak D type 15 | c.845G>A (RHD*weak partial 15) Slabi parcijalni tip 15 1 2
RHD*0LW.17 .
Slabi D tip 17
eXt-D-RHD*01W.17-| HS5, (RHD*weak D type 17)
.340C>T ! F6 weak D type 17 | ¢.340C>T RHD*10.08 CAUS 2 3
(RHD*DAUS)
eXt-D-RHD*01W.59- H5, RHD*01W.59 .
1148T>C Fo | Weak D1ype59 |c1148T>C| o iio D oo Slabi D tip 59 1] 3
eXt-D-RHD*DELL- RHD*01EL.01/.36
i G6 K409K  [c.1227G>A (RHD*DELL/36) DEL 1] 2
eXt-D-RHD*DELS- | G5, C.486 RHD*01EL.08
c486+1G>A1, 2 | He | 'VSUTIGA | L6 (RHD*DELS) DEL 1]z
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Prilozi

Prilog 2. Interpretacijska tablica za test RBC-FluoGene CDE eXtend. (5/5)

a:c-1,c-2

Ove reakcije pokazuju kriznu reaktivnost s RHD*03.02(Dl11b), *03.07(DI11.07) i *45(DKK).

b:e-1,e-2

Ove reakcije pokazuju kriznu reaktivnost s RHD*01W.100/*05.02/.07/.10 (DV.2/.7/.10), *06.02/.03/.04
(DV1.2/.3/.4), *14.01/.02 (DBT1/2) i *46 (DLX). Uz sljedece alele reaktivnost za antigen e moze biti
negativna zbog promjena na mjestu vezanja pocetnica: RHCE*01.04.01 (ceAR), *01.04.02/03 (ceAR+),
*01.05.01 (ceEK), *01.22 (ceHAR) i *02.04 (CeVA).

c: E-1,E-2

Ove reakcije pokazuju kriznu reaktivnost s RHD*06.01 (DVI.1), *13.01 (DBS1) i *41 (DBU).

d: RHCE-733G

Pozitivna reakcija u kombinaciji s reakcijom za antigen ¢ upucuje na sljedece alele:
RHCE*ce.04.01/.04.02/.04.03/.01.22.

Pozitivna reakcija u kombinaciji s reakcijom za antigene ¢ i e upucuje na sljedece alele:
RHCE*ce.06.02/.06.03/.VS.01/.VS.02/.VS.04/.VS.06/.VS.07/.VS.08/.VS.09/.VS.10/.37/*CE.03.02.
Pozitivna reakcija u kombinaciji s reakcijom za antigene C i e upucuje na RHCE*Ce.30.

Pozitivna reakcija u kombinaciji s reakcijom za antigene c i e te polimorfizam ¢.1006T upucuje na sljedece
alele: RHCE*ce.VS.03/.VS.05.

U rijetkim situacijama (RHCE*02.04, *01.22, *01.04.01) ova reakcija moze dati slabo pozitivan signal.
Ova reakcija pokazuje kriznu reaktivnost s RHD*01N.06 i RHD*03N.01 te vjerojatno s RHD*DIV.3.

Zbog haplotipske povezanosti ova reakcija moze se ¢initi pozitivnom u sluéaju slabog D tipa 4. Izvori:
Ouchari M et al. RHD*weak partial 4.0 is associated with an altered RHCE*ce(48C, 105T, 733G, 744C,
1025T) allele in the Tunisian population.Transfus Med. 2013;23(4):245-249.

Fichou Y, Maréchal CL, Férec C. The RHD*weak D type 4.0 allele is predominantly but not exclusively
cis-associated with the altered RHCE*ce(c.48C, ¢.105T, ¢.733G, ¢.744C, ¢.1025T) allele in the French
population. Transfus Med. 2014;24(2):120-122.

Prisco Arnoni C et al. RHCE variants inherited with altered RHD alleles in Brazilian blood donors.
Transfus Med. 2016;26(4):285-290.

e: CE-1006T

Pozitivna reakcija u kombinaciji s reakcijom za antigene c i e te polimorfizam ¢.733G upucuje na sljedece
alele: RHCE*ce.VS.03/.VS.05.
Ova reakcija pokazuje kriznu reaktivnost s RHD*01N.06 i *03N.01.

f: D-Ex1

Reaktivnost je upitna za sljedec¢e hibridne alele: RHD*01N.42, *01N.43, RHCE*03.02.

g: D-Ex2

Ovi SNV-ovi su pozitivni i uz prisutnost antigena C. U slu¢aju RHD negativnog i C-pozitivnog uzorka,
ova je reakcija pozitivna.

Za sljedece alele nejasna je reaktivnost: RHD*03.04.02, *07.02, *39, *01N.42.

Reakcija pokazuje kriznu reaktivnost s RHCE*01.02.02 i *03.02.

h: D-Ex3

Ova reakcija pokazuje kriznu reaktivnost s RHCE*01.04.03 / *02.10.02 i *03.02.
Za sljededi alel nejasna je reaktivnost: RHD*01N.42

i: D-Ex4-1,
D-Ex4-2

Ove reakcije mogu biti slabo pozitivne ili negativne s RHD*47.01 (*DMI-1.1).
Za sljedeci alel nejasna je reaktivnost: RHD*01N.42.
Ove reakcije pokazujuju kriznu reaktivnost s RHCE*01.29 / *01.34 i *02.10.

j: D-Ex5

Ova reakcija pokazuje kriznu reaktivnost s RHCE*01.22 / *01.29 / *01.34 / *02.04.
Za sljedece alele nejasna je reaktivnost: RHD*03.01/06/07 / *04.01.02 / *05.01/03/06/08 / *09.01-06 /
*10.05 / *12.03/04 / *01N.42 / *01N.72 / *01W.29; RHCE*01.04.01 / 01.04.02 / *01.04.03 / *01.05.01.

k: D-Ex6

Ova reakcija moze biti slabo pozitivna ili negativna uz

RHD*11 (weak partial 11), *01W.08 (weak D type 8), *01W.55 (weak D type 55).
Ova reakcija pokazuje kriznu reaktivnost s

RHCE*01.04.01/*01.04.02 / *01.04.03 / *01.29 / *01.34 i *02.08.02.

I: D-Ex7

Ova reakcija pokazuje kriznu reaktivnost s RHCE*01.29 / *01.34 i *02.08.02.

m: D-Ex9

Ova reakcija moze biti slabo pozitivna ili negativna uz RHD*01W.2/2.1/2.2 (weak D type 2/2.1/2.2).
Ova reakcija pokazuje kriznu reaktivnost s RHCE*01.29 i *02.08.02.
Za sljededi alel nejasna je reaktivnost: RHCE*01.16.

n: D-Ex10

Za sljedece alele nejasna je reaktivnost: RHD*01N.42, RHCE*02.08.02.

0:697C-1, 697C-2

Ova reakcija pokazuje kriznu reaktivnost s RHCE*01.04.01/.03 i RHCE*01.05.01.

p: D(Ces)-1, D(Ces)-2

Uz pozitivnu reakciju ne mogu se iskljuciti sljedeci rijetki aleli:
RHD*01EL.44/*01N.06,07/06.01,02/17.02.

q: eXt-D-RHD*01W.2-
€.1154G>C-1, -2

Ova reakcija vjerojatno pokazuje kriznu reaktivnost s RHCE*01.27.

RHD*09.05-c.872C

r: eXt-D-non- " A . * % . * *
RHD*09.01-c.1025T Ova reakcija pokazuje kriznu reaktivnost s RHCE*01.29, *01.34, *02.08.02, *02N.07, *02N.08.
s: eXt-D-non- Ova reakcija pokazuje kriznu reaktivnost s

RHCE*01.04.01-03, *01.29, *01.34, *02.08.02, *02N.07, *02N.08.

t: eXt-D-RHD*01W.17-
€.340C>T

Ova reakcija vjerojatno pokazuje kriznu reaktivnost s RHCE*ceVS.07 i *Ce.01.

Savjeti za programsku interpretaciju

Varijante s polimorfizmima izvan veznih mjesta pocetnica i proba ne mogu biti odredene i zato pokazuju jednak uzorak reakcija kao
i RHD*01. Zbog jasnoce program nece navesti alele koje karakteriziraju pozitivne i dodatna upitna reaktivnost za neki egzon RHD:
upitna reaktivnost za egzon 9 — RHD*01N.58, RHD*01W.2/*01W.2.1 (*weak D type 2/2.1),

upitna reaktivnost za egzon 5 — RHD*05.07 (RHD*DV.07), RHD*08.01 (RHD*DFV),

upitna reaktivnost za egzon 1 — RHD*01W.18 (*weak D type 18),

upitna reaktivnost za egzon 6 — RHD*01W.55 (*weak D type 55),

upitna reaktivnost za egzon 4 — RHD*01W.19 (*weak D type 19), *47.01 (*DMI-1.1), *17.04 (*DFRA4).

Vazna uputa

Neki rijetki aleli ovih sustava krvnih grupa nisu navedeni u ovoj tablici. Za vise informacija pogledajte popis alela ISBT-a.

Op¢a primjedba i ogranicenje testa
Ovim testom nije moguce razlikovati hibridne alele RHD/CE i delecije egzona RHD.
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Prilog 3. Interpretacijska tablica testa RBC-Ready Gene Zygofast

Prilozi

Reakcija / jazica 1 2 3 4
Duljina amplikona (pb) 940 1525 935 1525
Specifidnost Hibridni Hibridni Uzvodni Uzvodni
P Rh-okvir Rh-okvir Rh-okvir Rh-okvir
RHD*01; RHD*01;
Naziv alela (ISBT) RHD*01N.01 RHD*01N.01 | varijante RHD s | varijante RHD s
egzonom 1 egzonom 1
Fenotip (ISBT) D-negativan D-negativan RH:1 (D) RH:1 (D)
Primjeri rezultata
RHD*01N.01,*01N.01 + + - -
RHD*01,*01N.01 + + + +
RHD*01,*01 - - + +
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Popis kratica

11. POPIS KRATICA

cDNA — kodiraju¢a deoksiribonukleinska kiselina (engl. coding DNA)

Ct-vrijednost — u gPCR-u, broj koji oznacava ciklus u kojem signal fluorescencije prelazi
odredeni prag intenziteta iznad pozadiskog Suma (engl. cycle threshold)

¢l. — Clanak zakona

ddNTP (mnozina ddNTP-ovi) — dideoksiribonukleozid-trifosfat, nukleotidi bez
hidroksilne skupine na 3'-C atomu deoksiriboze, pri sekvenciranju DNA
zaustavljaju elongaciju lanca DNA

dNTP (mnozina ANTP-ovi) — deoksiribonukleozid-trifosfat — kratica kojom su zajednicki
obuhvacena sva Cetiri gradivna nukleotida molekule DNA

EDTA — etilendiamintetraoctena kiselina (engl. ethylenediaminetetraacetic acid)

HBV — virus hepatitisa B (engl. hepatitis B virus)

HCV — virus hepatitisa C (engl. hepatitis C virus)

HIV — virus humane imunodeficijencije (engl. human immunodeficiency virus)

kb — jedinica duljine sekvence — kilobaza, 1000 parova baza

mM — koncentracija 1/1000 mola po litri (milimol po litri)

MRNA — glasnicka ribonukleinska kiselina (engl. messenger RNA)

pb — jedinica duljine sekvence — parova baza

rcf — relativna centrifugalna sila (engl. relative centrifugal force), akceleracija centrifuge

RNaza A — nukleaza, enzim koji razgraduje jednolanéane RNA

rpm — okretaja po minuti (engl. revolutions per minute), jedinica brzine rotacije centrifuge

TAE pufer — pufer koji sadrzi Tris, octenu kiselinu (acetat) i EDTA

TE pufer — pufer koji sadrzi Tris i EDTA

U — jedinica za aktivnost Taq polimeraze — koli¢ina enzima koja katalizira umetanje
10 nmol deoksiribonukleotida u DNA za 30 min pri 74°C

UTR — rubne regije gena koje se ne prevode u protein (engl. untranslated region)

POPIS KRATICA AMINOKISELINA

G Gly glicin P Pro prolin

A Ala alanin V Val valin

L Leu leucin I lle izoleucin

M Met metionin C Cys cistein

F Phe fenilalanin Y Tyr tirozin

W Trp triptofan H His histidin

K Lys lizin R Arg arginin

Q GIn glutamin N Asn asparagin

E Glu glutaminska kiselina D Asp asparaginska kiselina
S Ser serin T Thr treonin
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Zivotopis

12. ZIVOTOPIS

Marko Lili¢ roden je 11. veljaée 1979. godine u Varazdinu gdje je maturirao u Prvoj
gimnaziji i Glazbenoj Skoli u Varazdinu (dva smjera, u dva odjela: glazbenik orguljas i
glazbenik pjevac). Zavrsio je studij Biologije smjer Molekularna biologija na
Prirodoslovno-matemati¢kom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu. Diplomirao je 2003.
godine s temom “Molekularno istrazivanje alela HLA razreda I u populaciji Hrvatske”.
Diplomski rad izradio je u Zavodu za tipizaciju tkiva Klini¢kog bolnickog centra Zagreb
pod mentorstvom prof. dr. sc. Vesne Kerhin-Brklja¢i¢. Krajem 2003. i po¢etkom 2004.
godine volonterski je sudjelovao na projektu molekularne karakterizacije transkripcijskih
faktora u razvoju limfocita T u Institutu Ruder Boskovi¢ u Zagrebu.
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